Desarrollo de inmunobiosensores y sistemas de diagnóstico para aplicaciones biomédicas: análisis de la interacción ICAM-1/LFA-1 y detección de aspergilosis invasiva by Núñez Jurado, David
  
 
 
  
 
 
 
 
UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA 
FACULTAD DE CIENCIAS 
 
 
Departamento de Bioquímica y Biología Molecular y Celular 
 
Tesis Doctoral 
 
“Desarrollo de inmunobiosensores y sistemas de 
diagnóstico para aplicaciones biomédicas: análisis 
de la interacción ICAM-1/LFA-1 y detección de 
aspergilosis invasiva” 
 
Memoria presentada por: 
David Núñez Jurado  
 
Licenciado en Bioquímica para optar al grado de 
Doctor en Ciencias por la Universidad de Zaragoza 
 
Octubre 2015 
 
  
 
 
 
 
 
 D. Julián Pardo Jimeno, Doctor en Ciencias e Investigador ARAID en el Centro 
de Investigaciones Biomédicas de Aragón (CIBA) de la Universidad de Zaragoza, y 
Dña. Eva Mª Gálvez Buerba, Doctora en Ciencias y Científica Titular en el Instituto 
de Carboquímica (ICB, CSIC)  
 
CERTIFICAN: 
 
Que la Tesis Doctoral titulada: “Desarrollo de inmunobiosensores y sistemas 
de diagnóstico para aplicaciones biomédicas: análisis de la interacción ICAM-
1/LFA-1 y detección de aspergilosis invasiva”, ha sido realizada por el Licenciado 
en Bioquímica David Núñez Jurado en el Departamento de Bioquímica y Biología 
Molecular y Celular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza bajo 
nuestra dirección y que reúne, a nuestro juicio, las condiciones requeridas para que su 
autor pueda optar al Grado de Doctor en Ciencias por la Universidad de Zaragoza. 
 
Zaragoza, 22 de Junio de 2015 
 
Fdo. Julián Pardo Jimeno.      Fdo. Eva Mª Gálvez Buerba. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
El trabajo recogido en la presente Memoria de Tesis Doctoral ha dado pie a la 
publicación de diversos artículos en revistas científicas internacionales. Dicho trabajo, 
ha sido desarrollado bajo la dirección del Dr. Julián Pardo Jimeno y la Dra. Eva Mª 
Gálvez Buerba, que con su inestimable ayuda hicieron lo imposible por 
subvencionarme y permitirme realizar este trabajo. 
 
Este trabajo ha sido realizado en la Universidad de Zaragoza, en el Centro de 
Investigaciones Biomédicas de Aragón (CIBA), en el Instituto de Carboquímica (ICB) 
y en el Instituto de Biocomputación y Física de Sistemas Complejos (BiFi). A lo largo 
de esta memoria se recogen distintas contribuciones, fruto de la colaboración, realizadas 
por distintas personas y con su permiso, lo que queda reflejado en las distintas 
secciones de dicha Memoria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A mi madre 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Agradecimientos 
AGRADECIMIENTOS 
 
Me resulta curioso haber llegado finalmente al momento de escribir los 
agradecimientos. Siento una mezcla de tristeza, por una etapa que termina, y de 
entusiasmo e ilusión, por un futuro que comienza. 
 
La realización de esta Tesis Doctoral no ha sido para mí una tarea sencilla. Han 
abundado los momentos de alegría y optimismo cuando los experimentos confirmaban 
las hipótesis y modelos planteados, pero todavía han sido más abundantes los 
momentos de desasosiego y desánimo cuando nada parecía encajar. En unos y otros 
momentos, pero sobretodo en estos últimos, ha sido indispensable el apoyo recibido por 
parte de mis directores, compañeros, amigos y familiares. Gracias a ellos, cada nuevo 
obstáculo en mi trabajo se ha convertido en un reto más para hacer ciencia, buena 
ciencia. Por esto, me gustaría agradecer a todos aquellos que durante estos años me han 
acompañado en mi aventura y me han ayudado a ir construyendo piedra a piedra el 
camino hacia el final o quizá, mejor dicho, hacia el principio. 
 
Por supuesto debo empezar dando las gracias al Dr. Julián Pardo y a la Dra. Eva 
Gálvez por aceptarme en su laboratorio, por concederme el privilegio de trabajar a sus 
órdenes y con ellos y por enseñarme tanto. Por ser mi modelo a seguir de cómo se hace 
ciencia, por mostrarme como hay que hacer un trabajo riguroso y objetivo y por ser una 
fuente inagotable de ideas. También necesito agradecerles la confianza que depositaron 
en mi al ser de los pocos que se atrevieron a darme una oportunidad, lo cual fue un 
honor y un orgullo, porque a veces solo se necesita eso, una oportunidad, y la 
aproveché lo mejor que pude. Les estoy muy agradecido y también he de pedir perdón 
por haber fallado muchas veces…  
 
Al Dr. Alberto Anel le agradezco ante todo que me abriera las puertas del 
laboratorio al presentarme a los que serían mis directores de tesis durante mi búsqueda 
de que alguien me acogiese para algún proyecto y a su aporte con ideas buenas durante 
los labmeetings. A la Dra. Isabel Marzo por ayudarme a tomar la decisión correcta 
durante la carrera de hacer bioquímica y no química y bioquímica a la vez, menuda 
locura hubiese sido eso… Al Dr. Luís Martínez por haber sido como un compañero 
más, cercano y siempre dispuesto a echar una mano y a dar un buen consejo, siempre 
preocupándose por mi trabajo. Al Dr. Javier Naval, porque nadie es capaz de dar una 
clase como él en las cuales aprendí mucho, he hizo que me decantara por buscar un 
Agradecimientos 
proyecto en su departamento. Por ser capaz de resolver cualquier duda por muy difícil 
que fuese en el laboratorio. A los Dres. Fermín Lampreave y Mª Ángeles Álava, que 
primero fueron buenos profesores míos y que, aunque nuestra relación no fue tan 
directa durante el periodo de realización de esta tesis, siempre han mostrado interés por 
la evolución de mi trabajo. 
 
Gracias a la gente de Vegetal, a los que he tenido que recurrir de vez en cuando 
para multitud de préstamos: orbitales, erlenmeyers, LB… Un gracias muy especial a las 
Dras. Marisa Peleato y María Fillat, quienes fueron las primeras personas en decirme 
que tenia una forma de pensar y de ver las cosas de manera distinta, de lo útil que es eso 
para un científico, del potencial que tenía y de mostrarme de lo que era capaz cuando no 
tenia claro que hacer después de acabar la carrera. 
 
Gracias al grupo de Lípidos, por la infinidad de veces que me he colado en el 
laboratorio a usar la noria y dejar dando vueltas a mis bacterias.  
 
Gracias al maravilloso trío de técnicos del departamento Pili, Mariví e Ismael, 
siempre dispuestos a ayudar y a solucionar cualquier problema. Da gusta estar rodeado 
de gente tan volcada en su trabajo y por preocuparse siempre por todo el mundo. 
Gracias a Marta Fajés por ser tan eficiente y ayudarme en todos los trámites necesarios 
para llegar hasta aquí, que no son pocos…  
 
Gracias a la gente del Bifi, en especial al Dr. Ramón Hurtado, Jessica Valero y a 
Ainhoa Revilla por tener una enorme paciencia conmigo enseñándome técnicas nuevas 
en una “casa” que no era la mía y por enseñarme que no hay una manera de hacer 
ciencia, sino muchas y que debemos contemplarlas todas. También he de agradecer al 
Dr. Adrián Velázquez por su amabilidad y su predisposición a ayudar, y por 
enseñarme tantas cosas nuevas que nunca llegué a imaginar que pudiese aprender. 
 
Gracias a la gente del Instituto de Carboquímica, en especial a la Dr. Pilar 
Domingo, por su compañía en las interminables y desesperadas horas durante los 
ensayos de FRET y por tomar siempre notas de todo lo que íbamos haciendo y de 
tenerlo todo súper organizado. 
 
Gracias a los compañeros de este proyecto en Taiwán, al Dr. Arthur Chiou, Eva 
Shu-Han Wu, Sandeep Chakraborty y Shih-Yang Hu, que aunque solo los conocí 
Agradecimientos 
durante unos días, fue muy grato conocerlos y muy divertido enseñarles nuestra ciudad 
y costumbres.  
 
Al Dr. Reinhard Wallich, de la Universidad de Heidelberg, y a toda la gente de su 
grupo, por su gran ayuda durante el desarrollo del ELISA. 
 
A los Drs. Francisco Blanco y Fernando Cossío, del Centro para Investigación 
Cooperativa en Biociencia (CIC bioGUNE) de Bilbao, por sus sabios consejos durante 
las primeras etapas de esta tesis para poder desarrollar el biosensor basado en FRET y 
por su ayuda a la hora de realizar los ensayos de RMN, que aunque no salieron como 
esperábamos, mereció la pena. 
 
Quiero agradecer muy, muy especialmente a mis amigos y compañeros de fatigas 
de laboratorio, con los que he compartido muchos ratos agradables (trabajo, almuerzos, 
congresos, deporte, celebraciones…), y otros momentos más desesperantes. Por hacer 
el día a día mucho, muchísimo más fácil y alegre, porque ha sido un privilegio trabajar 
con ellos y tener su amistad, gracias por lo mucho que me habéis enseñado, siempre de 
forma altruista, por enseñarme de verdad lo que es la esencia de la ciencia. Si de algo 
me siento orgulloso después de estos años es de haberos conocido, podido ayudar en 
algo y de compartir tantas cosas con vosotros. Nunca pensé que pudiese llegar a 
divertirme tanto trabajando y aprender al mismo tiempo, y eso ha sido gracias a todos 
vosotros.  
 
Por supuesto, tengo que empezar los agradecimientos con Adri, mi maestra, una 
gran amiga, pero mejor persona para aprender los entresijos de un laboratorio, no hay. 
Me enseñaste muy bien, puede incluso que hasta demasiado bien porque poco después 
de un mes ya fui a mi bola por el laboratorio jeje. Aunque siempre agradecí que 
estuvieses ahí para cualquier duda, y tuve un montón… y por enseñarme MMA por 
supuesto, algún día tenemos que volver a darle al saco.  
 
A los que terminaron y sobrevivieron a la Tesis: A Elena, mi breve compañera de 
poyata, por todo lo que me enseñó sobre los ratones. Anda que no pase rato con ella en 
montañana con ratones de aquí para allá. A Laura, por todos los quebrantos de cabeza 
que tuve que darle con mis PCRs y por ser una bellísima persona tanto dentro como 
fuera del laboratorio. A Rubén, por saber montar una buena timba de poker para 
Agradecimientos 
desconectar de la frustedad de los experimentos. Si no tienes éxito en la ciencia, 
siempre puedes dedicarte a la comedia, que a mí siempre me supiste hacer reír con tus 
gracias. A Ariel, por esas anécdotas cubanas y por ampliar mi vocabulario con palabras 
como aeromozas, ferromozas, arroz con puerco y muchas más. A Dieguín, por su 
compañía desde primera hora de la mañana hasta las últimas horas de la noche en el 
laboratorio cuando los experimentos parecían hacerse eternos. También por su ayuda 
con las NKs, porque esta tesis sin esos experimentos, no significaría nada, y por 
supuesto por lo muchísimo que me he podido reír con él cuando se enfadaba. A Patri, 
por enseñarme tanto en el laboratorio y por lo buena trabajadora y mejor persona que 
es, ojalá todo el mundo fuera un poquito más como tú. 
 
A los que estaban cuando llegué: A Diegón, por esa gran risa profunda que tiene 
tan contagiosa y por ser para mí un modelo a seguir dentro de un laboratorio y estoy 
seguro de que llegará muy lejos en esto de la investigación porque tiene madera para 
ello. De hecho, estoy seguro que si alguien puede curar el cáncer es él. A Marta, por 
todo lo que me ayudó al entrar en el laboratorio cuando era un “lechón” en los temas de 
los subclonajes. También por hacerme ver las cosas desde un punto de vista nuevo para 
mí, lo que me ha enriquecido y me ha hecho mejor de lo que era. Y por supuesto, por 
esa mala ostia suya que tiene, que me enseñó a no dejarme pisotear ni achantar ante 
nadie. A Sameer, por hacernos ver que la gente buena puede venir de cualquier lugar. 
 
A los que entraron por la misma época que yo: A Óscar, el gran artista, por valorar 
mi opinión con sus problemas sobre sus múltiples clonajes aún habiendo llegado a saber 
más que yo, por estar pendiente de mí, que lo valoré mucho y por proporcionar el mejor 
documental que haya visto nunca jajaja. No te agobies por la tesis porque al final, 
tendrás una súper chula por muy difícil que lo veas ahora, que no me escuchas!!!. A 
Vidal, por ser el mejor capitán que un equipo de fútbol pueda tener, que el ambiente del 
laboratorio y los viajes que hicimos no hubiese sido lo mismo sin él y un gran 
compañero con el que poder liarla en el laboratorio de vez en cuando jajaja. 
 
Al equipo de las rubias: A Natalia Peke, por su risa contagiosa y las numerosas 
nataliadas tanto dentro como fuera del laboratorio con las que tanto me pude reír y por 
ser de esas personas que brillan con luz propia, y aunque esta loca, la verdad es, que las 
mejores personas lo están. A Lou, por tener mucho flou y ser aloucinante, con una 
carpeta marrón de todo el mundo (“better call Lou”). Por ser como Óscar, 
preguntándome dudas de vez en cuando haciéndome sentir como si fuese un mini 
Agradecimientos 
Julián, y por supuesto, por ser mi rubia favorita del equipo de las rubias, y lo sabes 
blondy :). A Natalia G, por sus numerosas nataliadas como Natalia Peke, supongo que 
es algo que viene con el nombre. Si alguna vez tengo una hija la llamaré Natalia, otra 
cosa no, pero lo que me iba a reír con sus movidas jajaja, y por preocupase por mí 
siempre. 
 
A los que os habéis ido incorporando durante el transcurso de mi tesis: A Gabriel, 
el sueco, por saber tanto como wikipedia o más, y por ser un auténtico Master Chef con 
la barbacoa. Supongo que la brasa llama a la brasa jajaja. A Rubiloky, por proporcionar 
ese toque de locura tanto fuera como dentro del laboratorio, y por ser una excelente 
compañera!! aunque nuestra amistad se resintiera por el accidente del parque… A 
Gonzalo, mi padawan, por lo mucho que me divertí y aprendí enseñándole y saliendo 
de fiesta con él. Nadie en el mundo ha tenido un becario mejor que él y no me cabe 
duda de que le irá muy bien. A Maikel y Llipsy, unas personas encantadoras con un 
corazón voluntarioso y unos hijos fantásticos. Por último y no menos importante, a 
Anna, la mejor regaladora de sonrisas que el Martín Martín haya podido tener y por 
suministrarme chuches para tener las fuerzas necesarias para escribir esta Tesis, por ser 
una luz en la oscuridad con sus buenos consejos y por tener un corazón que no le cabe 
en el pecho tanto para las personas como para los animales. 
 
A Miguel, Vanesa, Manu y Paula, aunque vuestro paso por el laboratorio fuera 
corto, espero que os vaya bien haya donde vayáis. A los que habéis entrado más 
recientemente, Miguel, Joaquín, Pilar y Santy, os deseo mucha suerte y que vuestro 
paso por el laboratorio sea tan productivo y gratificante como lo ha sido para mí. 
 
A mis compañeros de carrera, sin los cuales nunca habría podido llegar hasta aquí. 
En especial a Rebe y Alex. Si no os hubiese conocido no habría podido llegar hasta 
aquí, y lo sabéis. 
 
Finalmente, deseo expresar toda mi gratitud y cariño a mis padres, a quienes les 
debo todo lo que soy, por ser un ejemplo de superación, trabajo y sacrificio, un espejo 
donde siempre he podido mirarme. Por enseñarme de muchas maneras lo importante de 
la vida y estar ahí siempre y sin cuyo apoyo no hubiera llegado a conseguir mis sueños. 
Mil gracias por todo vuestro apoyo, paciencia, insistencia, supervisión durante los años 
de estudiante. 
 
Agradecimientos 
Este sueño es un juego bastante peligroso, pero lo cumpliremos para hacerlo eterno. 
En el viento oirás susurrar mi voz: “no renunciaremos aunque estemos heridos”. Nada 
nos detendrá, lucharemos con todo una y otra vez. A pesar de sentirnos perdidos, a 
través de todo el dolor y la pérdida que sufrimos, podemos combatir porque no estamos 
solos brothers in arms. No hay retirada, no hay rendición. 
 
 
Abreviaturas 
LISTA DE ABREVIATURAS 
 
Ac Anticuerpo. 
ADMIDAS:  Adyacente al sitio de adhesión dependiente de iones metálicos 
(del inglés “ADjacent to the Metal Ion-Dependent Adhesion 
Site”). 
AI:   Aspergilosis invasiva. 
ANOVA:  Análisis de la varianza (del inglés “ANalysis Of VAriance”). 
ANS:   Ácido 8-anilino-1-naftalensulfónico. 
APC:   Célula presentadora de antígeno (del inglés “Antigen-
Presenting Cell”). 
BES:   Ácido N,N-bis(2-Hidroxietil)-2-aminoetanosulfónico. 
BBS: Solución salina tamponada con BES (del inglés “BES-Buffered 
Saline”). 
BiFi:   Instituto de Biocomputación y Física de Sistemas Complejos. 
bmGT:   Bis(metil)gliotoxina. 
BSA:   Albúmina sérica bovina (del inglés “Bovine Serum Albumin”). 
CAMs:  Moléculas de adhesión celular (del inglés “Cell Adhesion 
Molecules”). 
CD:   Dicroísmo circular (del inglés “Circular Dichroism”). 
CD: Cúmulo de diferenciación (del inglés “Cluster of 
Differentiation”). 
CT:  Tomografía computerizada (del inglés “Computed 
Tomography”). 
CTG:   Sonda fluorescente verde (del inglés “Cell Tracker Green”). 
CTL:   Linfocito T citotóxico (del inglés “Citolytic T Lymphocyte”).  
DAMPs:  Patrones moleculares asociados a peligro (del inglés “Damage-
Associated Molecular Pattern molecules”). 
DMEM:  Medio de Eagle modificado de Dulbecco (del inglés 
“Dulbecco's Modified Eagle's Medium”). 
Abreviaturas 
DNA:   Ácido desoxirribonucleico (del inglés “DeoxyriboNucleic 
Acid”). 
E. coli:   Escherichia coli. 
EDTA:   Ácido etilendiaminotetraacético. 
EDC:  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida. 
EGF:  Factor de crecimiento epidérmico (del inglés “Epidermal 
Growth Factor”). 
EGTA:   Ácido etilenglicol tetraacético. 
ELISA:  Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (del inglés 
“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”). 
FITC:   Isotiocianato de fluoresceína.  
FRET:  Transferencia de energía de resonancia fluorescente (del inglés 
“Fluorescente Resonance Energy Transfer”). 
GFP:  Proteína fluorescente verde (del inglés “Green Fluorescent 
Protein”). 
GM-CSF:   Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos. 
gp33: Péptido inmunodominante de LCMV (del inglés “glycoprotein 
33”). 
GT:   Gliotoxina. 
HBS:  Solución salina tamponada con HEPES (del inglés “HEPES-
Buffered Saline”).  
HEK:  Células embrionarias de riñón humanas (del inglés “Human 
Embryonic Kidney”). 
HEPES:   Ácido 2-(4-(2-Hidroxietil)-1-piperacinil)-etanosulfónico. 
HLA-DR: Antígeno leucocitario humano-DR (del inglés “Human 
Leukocyte Antigen-DR”). 
HPTLC:  Cromatografía en capa fina de alta eficacia (del inglés “High 
Performance Thin Layer Chromatography”). 
iC3b: Componente inactivado del complemento 3 fragmento b (del 
inglés “inactivated Complement component 3 fragment b”). 
Abreviaturas 
ICAM-1:  Molécula de adhesión intercelular-1 (del inglés “InterCellular 
Adhesion Molecule-1”). 
IDAS:   Sitio alostérico del dominio-Iα (del inglés “I Domain Allosteric 
Site”). 
IFN-γ:   Interferón-γ. 
IgSF:  Superfamilia de las inmunoglobulinas (del inglés 
“Immunoglobulin SuperFamily”). 
IL:   Interleuquina. 
IMAC: Cromatografía de afinidad con metal inmovilizado (del inglés 
“Immobilized-Metal Affinity Chromatography”). 
IMF:  Intensidad media de fluorescencia. 
IPTG:   Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido. 
ITC:  Calorimetría de titulación isotérmica (del inglés “Isothermal 
Titration Calorimetry”). 
JAM:  Molécula de adhesión de unión (del inglés “Junctional Ahesion 
Molecule”). 
kb:   1.000 pares de bases de nucleótidos.  
kDa:   1.000 daltons de peso molecular. 
LAD:  Déficit de adhesión leucocitaria (del inglés “Leukocyte 
Adhesion Deficiency”). 
LB:   Luria Broth. 
LCMV:  Virus de la linfocoriomeningitis murina (del inglés 
“Lymphocytic ChorioMeningitis Virus”).  
LFA-1: Antígeno asociado a la función linfocitaria-1 (del inglés 
“Lymphocyte Function-associated Antigen-1”). 
LIMBS: Sitio de unión a iones metálicos inducida por ligando (del 
inglés “LIgand-associated Metal-binding Site”). 
Mac-1:   Antígeno de macrófagos-1 (del inglés “Macrophage-1 
antigen”). 
MACS: Separación celular basada en campos magnéticos (del inglés 
“Magnetic-Activated Cell Sorting”). 
Abreviaturas 
M-CSF:   Factor estimulante de colonias de macrófagos. 
MHC:  Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés “Major 
Histocompatibility Complex”). 
MIDAS: Sitio de adhesión dependiente de ión metálico (del inglés 
“Metal-Ion Dependent Adhesion Site”). 
mRNA:   RNA mensajero (del inglés “messenger RNA”). 
MTT:   Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. 
NF-κB:   Factor nuclear κB. 
NHS:   N-hidroxisuccinimida. 
NKs:   Asesina natural (del inglés “Natural Killer”).  
NTA:   Ácido nitrilotriacético. 
P. pastoris:  Pichia pastoris. 
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés 
“Pathogen-Associated Molecular Patterns”). 
pb:   Pares de bases de nucleótidos. 
PBLs:  Linfocitos de sangre periférica (del inglés “Peripheral Blood 
Lymphocytes”). 
PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica (del inglés 
“Peripheral Blood Mononuclear Cells”). 
PBS:   Tampón fosfato salino (del inglés “Phosphate Buffered 
Saline”). 
PCR:  Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés “Polymerase 
Chain Reaction”). 
PE:   Ficoeritrina.  
PEI:   Polietilenimina. 
PHA-M:   Fitohemaglutinina, forma H. 
PM:   Peso molecular. 
PMA:   Forbol-12-miristato-13-acetato. 
PMNs:  Leucocitos polimorfonucleares (del inglés 
“PolyMorphoNuclear leukocytes”). 
Abreviaturas 
PRRs: Receptores de reconocimiento de patrones (del inglés “Pattern 
Recognition Receptors”). 
PS:   Fosfatidilserina.  
PSGL-1: Ligando glicoproteico para la selectina P-1 (del inglés “P-
Selectin Glycoprotein Ligand-1”). 
PVDF:   Fluoruro de polivinilideno (del inglés “PolyVinyliDene 
Fluoride”). 
RMN:   Resonancia magnética nuclear. 
RNA:   Ácido ribonucleico (del inglés “RiboNucleic Acid”). 
RPMI:  Medio Roswell Park Memorial Institute (del inglés “Roswell 
Park Memorial Institute medium”). 
SC:   Suero de caballo. 
SDS:   Dodecilsulfato sódico. 
SEM:  Error estándar de la media (del inglés “Standard Error of the 
Mean”). 
SFB:   Suero fetal bovino. 
sICAM-1:  Molécula de adhesión intercelular-1 soluble (del inglés 
“soluble InterCellular Adhesion Molecule-1”). 
SPR:  Resonancia de plasmón de superficie (del inglés “Surface 
Plasmon Resonance”). 
TCR:   Receptor de células T (del inglés “T Cell Receptor”). 
TH:   Linfocito T colaborador (del inglés “T Helper cell”). 
TMB:   3,3',5,5'-tetrametilbencidina. 
TMRE:   Tetrametil rodamina etiléster.  
TNF-α:  Factor de necrosis tumoral (del inglés “Tumor Necrosis Factor-
α”).  
Tris:  Tris(hidroximetil)aminometano. 
UA:  Unidades arbitrarias. 
UR Unidades de respuesta. 
UV: Ultravioleta. 
Abreviaturas 
VCAM-1:  Molécula de adhesión vascular-1 (del inglés “Vascular Cell 
Adhesion Molecule-1”). 
VLA:   Antígeno muy tardío (del inglés “Very Late Antigen”). 
YPD: Extracto de levadura peptona dextrosa (del inglés “Yeast 
extract Peptone Dextrose”). 
 
 
ANTÍGENOS CD 
 
CD3:  Correceptor del TCR (receptor de antígeno de células T). 
CD4:  Receptor de membrana de TH (linfocito T colaborador). 
CD8:  Receptor de membrana de CTL (linfocito T citotóxico). 
CD11a: Cadena α del antígeno asociado a la función linfocitaria-1 
(LFA-1). 
CD11b:  Cadena α del antígeno de macrófagos-1 (Mac-1). 
CD11c:  Cadena α de la integrina p150,95. 
CD11d:  Cadena α de la integrina αDβ2. 
CD14:  Receptor de LPS (lipopolisacárido). 
CD18:  Cadena β de la familia de integrinas β2. 
CD50:   Molécula de adhesión intercelular-3 (ICAM-3). 
CD54:   Molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1). 
CD102:   Molécula de adhesión intercelular-2 (ICAM-2). 
 
 
 
 
Índice 
ÍNDICE 
INTRODUCCIÓN ......................................................................................................... 1 
1- ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN ICAM-1/LFA-1. ......................................... 3 
1.1- El sistema inmunológico...................................................................................................... 3 
1.1.1- Barreras anatómicas y fisiológicas. ......................................................................... 4 
1.1.2- Inmunidad innata. .......................................................................................................... 4 
1.1.3- Inmunidad adaptativa. ................................................................................................. 7 
1.1.4- Conexión entre inmunidad innata y adaptativa.................................................. 9 
1.2- Moléculas de adhesión....................................................................................................... 12 
1.2.1- Familia de las integrinas........................................................................................... 13 
1.2.1.1- Integrinas β2. ........................................................................................................ 15 
1.2.2- Superfamilia de las inmunoglobulinas................................................................. 17 
1.2.2.1- CD54/ICAM-1. ...................................................................................................... 18 
1.3- Estructura e interacción de ICAM-1/LFA-1. ............................................................. 19 
1.3.1- Estructura de CD11a/LFA-1. ................................................................................... 19 
1.3.1.1- Subunidad α. ......................................................................................................... 20 
1.3.1.2- Subunidad β. ......................................................................................................... 22 
1.3.2- Estructura de ICAM-1................................................................................................. 23 
1.4- Mecanismo de función e interacción entre ICAM-1 y LFA-1.............................. 27 
1.4.1- Señalización “de dentro afuera”............................................................................. 29 
1.4.2- Señalización “de fuera adentro”............................................................................. 31 
1.5- Función de la interacción ICAM-1/LFA-1 en procesos patológicos................ 33 
1.5.1- Citoquinas e ICAM-1.................................................................................................... 35 
1.5.2- Transmigración endotelial....................................................................................... 37 
1.5.2.1- Rodamiento. .......................................................................................................... 38 
1.5.2.2- Adhesión. ................................................................................................................ 39 
1.5.2.3- Diapédesis. ............................................................................................................. 40 
1.5.3- Metástasis. ...................................................................................................................... 43 
1.5.3.1- Extravasación....................................................................................................... 43 
1.6- Fármacos que inhiben la interacción entre ICAM-1 y LFA-1............................. 44 
1.6.1- Bloqueo de los receptores de adhesión. ............................................................... 44 
1.6.2- Inhibición de la activación de las integrinas. .................................................... 45 
1.6.3- Inhibición de la expresión de receptores de adhesión. ................................... 46 
1.7- Transferencia de energía de resonancia fluorescente (FRET).......................... 48 
 
 
Índice 
2- DIAGNÓSTICO DE ASPERGILOSIS INVASIVA. ............................................51 
2.1- Aspergillus spp...................................................................................................................... 51 
2.2- Aspergillus fumigatus......................................................................................................... 52 
2.3- Aspergilosis invasiva. ......................................................................................................... 53 
2.4- Mecanismo de infección. ................................................................................................... 55 
2.5- Diagnóstico. ............................................................................................................................ 58 
2.6- Test serológicos. ................................................................................................................... 60 
2.6.1- Test de ELISA Aspergillus PLATELIA. ................................................................... 62 
2.7- Gliotoxina. ............................................................................................................................... 65 
ANTECEDENTES Y OBJETIVOS ............................................................................69 
MATERIALES Y MÉTODOS....................................................................................77 
4.1- Preparación de medios y cultivos. ................................................................................ 79 
4.1.1- Bacterias. ........................................................................................................................ 79 
4.1.2- Levaduras........................................................................................................................ 81 
4.2- Cultivos celulares. ................................................................................................................ 83 
4.2.1- Mantenimiento de los cultivos celulares.............................................................. 83 
4.2.2- Congelación y descongelación de células. ........................................................... 85 
4.2.3- Contaje y determinación de la viabilidad celular............................................. 85 
4.2.4- Determinación de la presencia de micoplasmas en los cultivos celulares.
......................................................................................................................................................... 86 
4.2.5- Test de proliferación celular de Mossman. ......................................................... 87 
4.2.6- Generación de sobrenadantes de la línea celular L929.................................. 88 
4.2.7- Inactivación del complemento en el suero bovino. .......................................... 88 
4.2.8- Separación de células en gradiente de densidad. ............................................. 89 
4.2.9- Obtención de macrófagos a partir de médula ósea de ratón. ...................... 89 
4.2.10- Obtención de macrófagos humanos a partir de sangre periférica.......... 90 
4.3- Plásmidos. ............................................................................................................................... 90 
4.3.1- pUC57-D1D2 y pUC57-D1D2Fc para bacterias..................................................... 91 
4.3.2- pUC57-D1D2Fc para levaduras. ............................................................................... 93 
4.3.3- pUC57-D1D2 y pUC57-D1D2Fc para células de mamífero. .............................. 96 
4.4- Subclonaje de D1D2 y D1D2Fc en los plásmidos de expresión pET28a, pPICZα 
y pCAGIG. .......................................................................................................................................... 99 
4.4.1- Digestión con enzimas de restricción. .................................................................. 99 
4.4.2- Amplificación por PCR............................................................................................. 101 
4.4.3- Electroforesis de DNA en gel de agarosa. ......................................................... 102 
4.4.4- Obtención del DNA del gel de agarosa/purificación de fragmentos de 
DNA. ............................................................................................................................................ 103 
Índice 
4.4.5- Ligación de los insertos en los vectores de expresión. ..................................103 
4.4.6- Preparación de células competentes. .................................................................104 
4.4.7- Transformación y selección de las bacterias transformadas. ...................104 
4.4.8- Extracción de DNA plasmídico..............................................................................105 
4.4.9- Cuantificación de ácidos nucleicos. .....................................................................106 
4.5- Producción de D1D2 y D1D2Fc en bacterias BL21-CodonPlus. .........................106 
4.5.1- Análisis de sobreexpresión......................................................................................106 
4.5.2- Purificación. .................................................................................................................107 
4.5.3- Purificación de D1D2 y D1D2Fc a través de la secuencia de polihistidinas.
.......................................................................................................................................................107 
4.5.3.1- Lisis de las bacterias y solubilización de los cuerpos de inclusión. .108 
4.5.3.2- Unión a la resina de Ni2+-NTA. .....................................................................109 
4.5.3.3- Purificación y plegamiento en columna de afinidad de metal 
inmovilizado........................................................................................................................109 
4.6- Producción de D1D2Fc en Pichia pastoris X33. .......................................................111 
4.6.1- Transfección y selección de levaduras transfectadas. ..................................111 
4.6.2- Análisis de sobreexpresión......................................................................................112 
4.7- Producción de D1D2 y D1D2Fc en HEK 293T............................................................112 
4.7.1- Transfección mediante el método de fosfato de calcio con el tampón 
HEPES. ........................................................................................................................................112 
4.7.2- Transfección mediante el método de fosfato de calcio con el tampón BES.
.......................................................................................................................................................113 
4.7.3- Transfección con el reactivo PEI. .........................................................................114 
4.7.4- Cromatografía de afinidad en Sepharosa 4B-azul de cibacrón. ...............115 
4.8- Análisis de proteínas. .......................................................................................................115 
4.8.1- Extracción y fraccionamiento de lisados celulares........................................115 
4.8.2- Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. .......................................116 
4.8.3- Transferencia de proteínas a membranas de PVDF......................................116 
4.8.4- Análisis de proteínas mediante inmunotransferencia (Western Blotting) y 
detección de los inmunocomplejos. ..................................................................................117 
4.8.5- Análisis de proteínas mediante tinción con azul de Coomassie. ...............118 
4.8.6- Análisis de proteínas mediante tinción con plata. .........................................119 
4.9- Análisis de la conformación estructural de D1D2 y D1D2Fc...............................119 
4.9.1- Ensayo de dicroísmo circular. ...............................................................................119 
4.9.2- Ensayo de fluorescencia intrínseca de triptófanos. .......................................120 
4.9.3- Ensayo de RMN. ..........................................................................................................121 
4.10- Análisis de la afinidad de D1D2Fc por LFA-1. .......................................................122 
4.10.1- Ensayo de calorimetría de titulación isotérmica.........................................122 
4.10.2- Resonancia de plasmón superficial. .................................................................123 
 
Índice 
4.11- Análisis de la actividad de D1D2 y D1D2Fc por LFA-1. ...................................... 123 
4.11.1- Ensayo de adhesión de células B. ...................................................................... 123 
4.11.2- Ensayo de reconocimiento de LFA-1 en células T. ...................................... 124 
4.11.3- Ensayo de adhesión de monocitos/macrófagos humanos y de ratón. 124 
4.11.4- Ensayo de agregación de células humanas y de ratón. ............................ 125 
4.12- Desarrollo del biosensor basado en FRET. .......................................................... 126 
4.13- Ratones. .............................................................................................................................. 127 
4.14- Obtención de células citotóxicas. ............................................................................. 128 
4.14.1- Generación in vitro de células NK..................................................................... 128 
4.14.2- Generación in vivo de Linfocitos T Citotóxicos (CTLs) específicos para 
epítopos virales....................................................................................................................... 129 
4.14.3- Separación de poblaciones celulares mediante MACS (separación 
celular basada en campos magnéticos)......................................................................... 129 
4.14.4- Marcaje de las células citotóxicas con sondas fluorescentes. ................. 130 
4.15- Experimentos de citotoxicidad in vitro.................................................................. 130 
4.15.1- Citotoxicidad inducida por CTLs específicos para el virus LCMV.......... 130 
4.15.2- Citotoxicidad mediada por células NK............................................................ 131 
4.16- Determinación de la muerte celular por citometría. ....................................... 132 
4.16.1- Análisis de la traslocación de fosfatidilserina.............................................. 132 
4.17- Desarrollo del sistema de detección de Aspergillus mediante ELISA....... 133 
4.17.1- ELISA. .......................................................................................................................... 133 
4.18- Análisis estadístico de los datos............................................................................... 133 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN ..............................................................................135 
5- ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN ICAM-1/LFA-1. ....................................137 
5.1- Análisis de la expresión de ICAM-1 recombinante en diferentes modelos de 
expresión. ...................................................................................................................................... 137 
5.1.1- Bacteria Escherichia coli BL21-CodonPlus...................................................... 137 
5.1.1.1- Análisis de la sobreexpresión. ...................................................................... 138 
5.1.1.2- Purificación de ICAM-1 recombinante unida a una cola de histidinas.
................................................................................................................................................. 139 
5.1.1.3- Análisis de la integridad de D1D2 y D1D2Fc. ............................................ 141 
5.1.2- Levadura Pichia pastoris........................................................................................ 143 
5.1.2.1- Análisis de la sobreexpresión. ...................................................................... 144 
5.1.3- Células humanas embrionarias de riñón HEK 293T. ................................... 146 
5.1.3.1- Optimización de la transfección de DNA en células HEK 293T. ...... 146 
5.1.3.2- Expresión y purificación de D1D2 y D1D2Fc en células de HEK 293T.
................................................................................................................................................. 148 
5.1.4- Discusión. ..................................................................................................................... 152 
Índice 
5.2- Análisis de la conformación estructural de D1D2 y D1D2Fc...............................155 
5.2.1- Ensayo de dicroísmo circular. ...............................................................................155 
5.2.2- Ensayo de fluorescencia intrínseca de triptófanos. .......................................157 
5.2.3- Ensayo de RMN. ..........................................................................................................160 
5.2.3.1- Producción de ICAM-1 recombinante marcado con 15N. ....................161 
5.2.3.2- Análisis del grado de marcaje con 15N mediante espectrometría de 
masas. ....................................................................................................................................164 
5.2.3.3- Estudio de los aminoácidos implicados en la unión ICAM-1/LFA-1.
..................................................................................................................................................164 
5.2.4- Discusión. ......................................................................................................................170 
5.3- Análisis de la actividad de ICAM-1 por LFA-1........................................................173 
5.3.1- Ensayo de calorimetría de titulación isotérmica. ..........................................173 
5.3.2- Ensayo de resonancia de plasmón superficial. ................................................176 
5.3.3- Ensayo de adhesión de células B. .........................................................................178 
5.3.4- Ensayo de reconocimiento de LFA-1 en células T por D1D2Fc....................180 
5.3.5- Ensayo de citotoxicidad mediado por células NK humanas. ......................181 
5.3.6- Ensayo de adhesión de monocitos/macrófagos humanos. .........................182 
5.3.7- Discusión. ......................................................................................................................186 
5.4- Desarrollo de biosensores para la búsqueda de inhibidores de la interacción 
ICAM-1/LFA-1..............................................................................................................................189 
5.4.1- Biosensor basado en FRET. ....................................................................................190 
5.4.1.1- Marcaje de la proteína D1D2Fc.....................................................................190 
5.4.1.2- Generación de FRET tras la interacción ICAM-1/péptido..................192 
5.4.1.3- Evaluación de los péptidos inhibidores en el biosensor FRET. .........194 
5.4.2- Biosensor basado en SPR. .......................................................................................196 
5.4.2.1- Efecto del pH en la interacción de ICAM-1/LFA-1 medido por SPR.
..................................................................................................................................................197 
5.5- Efecto de péptidos inhibidores derivados de LFA-1 sobre funciones 
celulares..........................................................................................................................................199 
5.5.1- Agregación de células B transformadas. ...........................................................199 
5.5.2- Citotoxicidad mediada por células NK. ..............................................................205 
5.5.3- Discusión. ......................................................................................................................207 
5.6- Análisis de la reactividad cruzada entre humano y ratón durante la 
interacción ICAM-1/LFA-1......................................................................................................209 
5.6.1- Ensayo de calorimetría de titulación isotérmica. ..........................................211 
5.6.2- Ensayo de reconocimiento de LFA-1 en células T de ratón por D1D2Fc. 212 
5.6.3- Ensayo de adhesión de macrófagos de ratón. .................................................214 
5.6.4- Agregación de esplenocitos de ratón..................................................................217 
5.6.5- Ensayo de citotoxicidad mediado por células NK humanas. ......................219 
5.6.6- Ensayo de citotoxicidad mediado por linfocitos T CD8+ de ratón. ...........220 
5.6.7- Discusión. ......................................................................................................................224 
Índice 
6- DIAGNÓSTICO DE ASPERGILOSIS INVASIVA. .........................................227 
6.1- Limitaciones del método actual para detectar aspergilosis frente al ELISA a 
desarrollar..................................................................................................................................... 227 
6.2- Producción de los conjugados albúmina-bis(metil)gliotoxina y del 
anticuerpo específico frente a bis(metil)gliotoxina..................................................... 229 
6.3- Pruebas de inmovilización y reconocimiento del conjugado albúmina-bmGT 
en la microplaca del ELISA. .................................................................................................... 231 
6.4- Optimización de las condiciones para el test ELISA. .......................................... 234 
6.5- Estabilidad del test ELISA.............................................................................................. 238 
6.6- Análisis de la sensibilidad del test ELISA. ............................................................... 239 
6.7- Análisis de muestras de diferentes pacientes. ...................................................... 241 
6.8- Discusión. ............................................................................................................................. 244 
DISCUSIÓN GENERAL ..........................................................................................247 
CONCLUSIONES .....................................................................................................253 
BIBLIOGRAFÍA.......................................................................................................259 
ANEXOS....................................................................................................................307 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 1 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
Lo que sabemos es una gota de agua,  
lo que ignoramos es el océano.  
 
Isaac Newton. 
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1- ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN ICAM-1/LFA-1. 
 
1.1- El sistema inmunológico. 
 
Todos los organismos han desarrollado mecanismos de defensa para proteger su 
integridad biológica frente a agresiones externas e internas. De no ser así, morirían 
como consecuencia de tumores e infecciones. Estos mecanismos pueden ser 
inespecíficos, impidiendo su entrada en el organismo o destruyéndolos con rapidez, o 
muy específicos, lo que se conoce como respuesta inmunitaria [1]. 
 
El sistema de defensa humano puede clasificarse en 3 niveles: 1) las barreras 
anatómicas y fisiológicas; 2) la inmunidad innata; y 3) la inmunidad adaptativa (Fig. 
1.1). El fallo en cualquiera de estos sistemas aumentará en gran medida la 
susceptibilidad a una infección [2]. 
 
 
Fig. 1.1. Clasificación de las líneas de defensa del sistema inmune. El sistema de defensa 
humano puede dividirse en 3 niveles: las barreras anatómicas y fisiológicas, constituidas por la 
piel, la microflora y las secreciones de las superficies mucosas; la inmunidad innata y la 
inmunidad adaptativa, ambas constituidas por elementos celulares (leucocitos y células 
dendríticas) y humorales (anticuerpos y proteínas/péptidos con actividad antimicrobiana). 
Figura adaptada de Turvey et al. [2]. 
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1.1.1- Barreras anatómicas y fisiológicas. 
 
Las barreras anatómicas y fisiológicas ofrecen la primera línea de defensa frente a 
patógenos. Estas barreras incluyen la piel intacta, los mecanismos de aclaración 
mucociliar, el pH ácido del estómago y secreciones mucosas que contienen enzimas 
bacteriolíticas como la lisozima, presente en las lágrimas, la saliva y otras secreciones, 
y la espermina que se encuentra en el semen [2]. También puede ser considerada como 
una característica de la piel y del epitelio la mucosa que recubre los órganos internos 
tales como el intestino y los pulmones. Estos tejidos están normalmente poblados por 
microbios comensales o mutualistas como Escherichia coli (E. coli), los cuales 
producen péptidos antimicrobianos llamados colicinas. En ausencia de estas colicinas, 
otros patógenos más peligrosos podrían crecer y colonizar el intestino, aunque cuando 
uno tiene un corte o, más serio, una úlcera perforante, estos microbios comensales se 
convierten en patógenos [3]. 
 
 
1.1.2- Inmunidad innata. 
 
La inmunidad innata aumenta la protección ofrecida por las barreras anatómicas y 
fisiológicas y sirve como primera línea de defensa mientras el sistema inmune 
adaptativo desarrolla una respuesta específica contra el material extraño y dañino. Al 
cabo de unos minutos de exposición a agentes patógenos, el sistema inmune innato 
empieza a generar una respuesta protectora inflamatoria [2]. La inmunidad innata se 
caracteriza por su habilidad de reconocer una amplia gama de patógenos tales como 
virus, bacterias, hongos y células tumorales a través de un número limitado de 
receptores codificados en la línea germinal llamados receptores de reconocimiento de 
patrones (PRRs) [4]. 
 
Los PRRs se expresan en muchos tipos de células incluyendo macrófagos, células 
dendríticas, mastocitos, neutrófilos, eosinófilos, células asesinas naturales o NKs 
(Natural Killer) y células NKT, y permiten la detección temprana de patógenos 
directamente en el sitio de la infección [5]. Estos PRRs pueden expresarse en la 
superficie celular para reconocer patrones conservados microbiológicos, que son 
accesibles en la superficie del agente patógeno, y en la membrana de los endosomas y 
lisosomas, los cuales detectan ácidos nucleicos microbianos principalmente. Varios 
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PRRs también son expresados en el citoplasma, donde detectan patógenos intracelulares 
para inducir una respuesta que bloquee su replicación y el estrés metabólico relacionado 
con la infección. Para aumentar estas defensas celulares, la inmunidad innata también 
cuenta con PRRs que son secretados al torrente sanguíneo y a los fluidos tisulares [6, 7] 
(Tabla 1.1). 
 
A partir de estos PRRs, el sistema inmune innato es capaz de emplear al menos 3 
estrategias para el reconocimiento de agentes patógenos infecciosos y células 
anormales. La primera estrategia consiste en el reconocimiento de estructuras altamente 
conservadas llamadas patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), que son 
esenciales para la supervivencia de un amplio grupo de microbios, y de esa manera, 
menos susceptibles de sufrir cambios conformacionales o mutaciones [6]. Estos PAMPs 
pueden ser de origen diverso: azúcares, flagelina y componentes de la pared celular 
como peptidoglicanos (PGN) y lipopolisacáridos (LPS) [5]. La segunda estrategia se 
centra en el reconocimiento de moléculas que son sobreexpresadas y liberadas durante 
la lisis celular y el daño tisular que ocurre en el contexto de la inflamación. Dentro de 
estas moléculas conocidas como patrones moleculares asociados a peligro (DAMPs) se 
encuentran las proteínas de choque térmico, acido úrico y ATP extracelular entre otras 
[4]. En la tercera estrategia empleada por el sistema inmune innato, las células NK 
identifican a la célula diana a través de un conjunto de receptores de activación e 
inhibición produciéndose su activación en función de los ligandos presentados por la 
célula diana. Esta estrategia incluye reconocimiento de moléculas codificadas en 
patógenos (“non-self recognition”), reconocimiento de proteínas propias cuya 
expresión esta aumentada en células transformadas o infectadas (“induced-self 
recognition”) y reconocimiento de proteínas propias (MHC-I) que son expresadas en 
células normales pero están disminuidas en células infectadas o transformadas 
(“missing-self recognition”). La activación de las células NK es controlada por el 
equilibrio dinámico entre estas señales de activación e inhibición [8, 9]. 
 
Con el reconocimiento de estas moléculas a partir de los PRRs, el sistema inmune 
innato es capaz tanto de detectar microbios como de ejecutar mecanismos efectores 
para facilitar la eliminación de la infección a través de mecanismos de opsonización, 
activación del complemento y del inflamasoma, fagocitosis, producción de citoquinas y 
quimioquinas inflamatorias, expresión de moléculas de adhesión y de coestimulación e 
inducción de apoptosis [3, 5]. 
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Tabla 1.1. Clasificación de los distintos tipos de PRRs. La expresión de PRRs 
citoplasmáticos, unidos a membrana y secretados hace posible el reconocimiento y la 
eliminación de una amplia gama de sustancias dañinas a través de diversos mecanismos. 
 
 
Tipo de 
receptor 
Familia 
receptor Ligando Función 
SRs dsRNA, LPS y LTA Inducir fagocitosis 
TLRs 
Flagelina extracelular, 
lipoproteínas, PGN, LPS 
y LTA LAM 
Inducir producción de 
citoquinas inflamatorias y 
expresión de moléculas de 
coestimulación 
CLRs β-glucanos y mananos Inducir fagocitosis 
KIRs MHC Ia (HLA-A, -B, -C y -G) S
u
pe
rfi
ci
e 
ce
lu
la
r 
NKRs 
CTLDs MHC Ib (HLA-E) y MIC 
Inducir secreción de 
citoquinas y apoptosis de 
células anormales 
M
em
br
an
a 
Endosomas 
y 
lisosomas 
TLRs dsRNA, ssRNA, dsDNA Inducir producción de 
citoquinas inflamatorias 
RLRs RNA vírico y bacteriano Inducir producción de 
citoquinas inflamatorias 
NODs iE-DAP y MDP Inducir producción de 
citoquinas inflamatorias 
NLRPs 
MDP, cristales, luz UV, 
ATP extracelular, 
toxinas, asbestos 
Formación del 
inflamasoma y piroptosis C
ito
pl
as
m
a 
N
LR
s 
IPAF Flagelina intracelular Formación del inflamasoma y piroptosis 
Colectinas 
Manosa, glucosa, L-
fucosa, ManNAc, 
GlcNAc, LPS, LTA y 
gpA 
Pentraxinas Fosforilcolina 
To
rr
en
te
 
sa
n
gu
ín
eo
 
y 
flu
id
o
s 
tis
u
la
re
s 
 
Ficolinas GlcNAc, GalNAc, fucosa y ácido siálico 
Activación del 
complemento y 
opsonización 
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1.1.3- Inmunidad adaptativa. 
 
El sistema inmune innato es el primero en ser activado por patógenos y es 
normalmente suficiente para eliminar la infección. Sin embargo, cuando el sistema 
inmune innato es abrumado, desencadena y dirige la activación de la respuesta inmune 
adaptativa [5]. A diferencia del limitado número de PRRs usados por el sistema inmune 
innato, el sistema inmune adaptativo genera un vasto repertorio de receptores 
específicos de antígeno por mecanismos somáticos de reordenamiento de genes y varios 
procesos adicionales de diversificación del receptor en un proceso llamado 
recombinación V(D)J [6, 10]. 
 
Este mecanismo de defensa, encontrado únicamente en peces mandibulados y 
vertebrados superiores, se puede dividir en una respuesta celular y humoral, las cuales 
trabajan conjuntamente para reconocer antígenos “no propios” y destruir patógenos [1].  
 
La respuesta inmune celular o de células T esta dividida en diferentes 
subpoblaciones basadas en su fenotipo, expresión de moléculas intracelulares, 
producción de citoquinas, longitud de los telómeros y estado de inmunidad [11]. Están 
los linfocitos T citotóxicos CD8+ (CTLs) que destruyen células anormales (a través de 
granzimas y perforina) y secretan citoquinas como interferón-γ (IFN-γ) y factor de 
necrosis tumoral-α (TNF-α), y los linfocitos T colaboradores CD4+ (TH) encargados de 
regular y amplificar la respuesta inmune por medio de la secreción de citoquinas 
específicas [12]. Dentro de los linfocitos T colaboradores están las células TH1, las 
cuales se caracterizan por estar involucradas en la expansión clonal de los CTLs, la 
activación de macrófagos y cambio de clase de anticuerpos a isotipos IgG que median 
la activación del complemento de células sensibilizadas. Las células TH2 son conocidas 
por activar células B cambiando a anticuerpos neutralizantes e IgE, el iniciador de las 
reacciones de hipersensibilidad [13]. Otro tipo de linfocito CD4+ son las células T 
reguladoras (Treg), las cuales son las responsables de la supresión de las actividades 
potencialmente perjudiciales de las células TH y los CTLs [14]. 
 
La respuesta inmune humoral o de células B se centra en la producción de 
anticuerpos. Estos anticuerpos son glicoproteínas que constan de dos cadenas 
polipeptídicas pesadas idénticas y dos ligeras también idénticas. Cada cadena pesada 
está unida a una ligera por enlaces disulfuro y los pares de cadenas pesada y ligera se 
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conservan unidos entre sí mediante enlaces disulfuro adicionales. Los extremos amino 
terminales de los pares de cadenas pesada y ligera forman una hendidura dentro de la 
cual se unen antígenos. Cuando una célula B virgen reconoce por primera vez el 
antígeno que corresponde a su anticuerpo unido a la membrana, la unión del antígeno al 
anticuerpo hace que la célula se divida con rapidez y su progenie se diferencie en 
células B de memoria y células B efectoras llamadas células plasmáticas. Las células B 
de memoria tienen un lapso de vida más prolongado y expresan el mismo anticuerpo 
unido a membrana que la célula B original. Sin embargo, las células plasmáticas 
producen el anticuerpo en una forma que puede secretarse y tienen poco o nada de 
anticuerpo unido a la membrana [1]. 
 
Ambos tipos celulares (B y T) proceden de una célula madre común en la médula 
ósea. Sin embargo, las células B y T se distinguen por el sitio de diferenciación (las 
células B maduran en la médula ósea y las células T en el timo) y en sus receptores de 
antígeno. El receptor de antígeno de los linfocitos B (BCR) es una forma enlazada a la 
membrana del anticuerpo que es secretado cuando se activan las células B [15]. Cuando 
las moléculas de anticuerpo en las células B enlazan patógenos, se activan las células B 
para sintetizar y secretar anticuerpos específicos contra este antígeno. A diferencia de 
las células B, las células T expresan receptores que son específicos para antígenos que 
son presentados a través del complejo de mayor histocompatibilidad (MHC) en la 
superficie de las células presentadoras de antígeno profesionales (APC) [1]. Los 
receptores de células T (TCR) están estrechamente relacionados con las moléculas de 
anticuerpo en la estructura y en la señalización de la célula cuando se une al antígeno 
presentado por las moléculas MHC de las APC [15]. 
 
Las moléculas MHC expresadas por las APC, las cuales incluyen células 
dendríticas, macrófagos y linfocitos B, se dividen en dos clases estructuralmente 
diferentes. Los receptores MHC de clase I son reconocidos por los CTLs y presentan 
péptidos derivados de patógenos generados dentro del APC, es decir, células infectadas 
por virus o cancerígenas. Los receptores MHC de clase II presentan normalmente 
péptidos derivados de patógenos recogidos desde fuera del APC, los cuales son 
reconocidos por los TH [1]. Estas células ayudan a activar a las células B para producir 
anticuerpos y a los macrófagos para matar a patógenos intracelulares que se encuentran 
dentro de dichas células. 
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Una ventaja obvia de tener un repertorio de receptores de antígeno con 
especificidades al azar es que la información que determina estas especificidades y, en 
consecuencia, los antígenos que pueden ser reconocidos, no tiene que estar codificada 
en el genoma del huésped. Esto elimina la mayor limitación en el número de 
especificidades que el organismo puede generar y permite el reconocimiento de casi 
cualquier estructura antigénica que potencialmente pueda estar asociada con agentes 
patógenos infecciosos [10]. Sin embargo, la generación al azar de un vasto repertorio de 
TCR y BCR implica que las células con receptores que reconocen antígenos propios 
son también producidos, con el riesgo potencial de reconocimiento de antígenos propios 
como péptidos antigénicos y daño a los órganos. Este peligro es normalmente impedido 
por una etapa de selección durante la linfopoyesis, en la cual, los linfocitos 
autorreactivos son eliminados. Este proceso llamado tolerancia central, sin embargo, es 
imperfecto y linfocitos autorreactivos están presentes en sujetos sanos y mantenidos 
quiescentes por los mecanismos de tolerancia periférica. No obstante, este proceso 
puede fallar y células autorreactivas pueden escapar a su eliminación y, en algunos 
casos, dar lugar a enfermedades autoinmunes [16, 17]. 
 
 
1.1.4- Conexión entre inmunidad innata y adaptativa. 
 
La demarcación clásica entre inmunidad innata y adaptativa es demasiado simplista 
porque muchas de las respuestas inmunitarias adaptativas se construyen sobre el 
fundamento de la inmunidad innata. Esta interrelación fue elocuentemente expresada 
por Bruce Beutler en su observación de que “las raíces de la inmunidad adaptativa 
están enterradas profundamente en los cimientos de la inmunidad innata que le 
precedió” (Tabla 1.2) [18]. 
 
La respuesta frente a un agente extraño requiere la acción coordinada de la 
inmunidad innata y adaptativa [19]. Un ejemplo ilustrativo de la interdependencia de la 
inmunidad innata y adaptativa es la capacidad de los neutrófilos para matar bacterias, la 
cual, es mayor cuando las bacterias están opsonizadas por anticuerpos producidos a 
través de los esfuerzos coordinados de las células T y B. De manera similar, el 
fragmento C3d que se genera en el curso de la activación del complemento actúa como 
adyuvante para influir profundamente en la respuesta inmune adaptativa, especialmente 
aumentando la función de las células B efectoras y de memoria [20]. 
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Características Sistema inmune innato Sistema inmune 
adaptativo 
Aparición en la 
evolución Organismos multicelulares 
Peces mandibulados y 
vertebrados superiores 
Tiempo de 
respuesta Activación inmediata (horas) Activación retardada (3-5 días) 
Receptores Codificados en la línea germinal 
Mecanismo somático de 
reordenamiento de genes e 
hipermutación somática 
Elementos 
celulares 
Macrófagos, células dendríticas, 
neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, 
células NK y NK T 
Linfocitos T y B 
Elementos 
humorales 
Proteínas del complemento, 
inflamasoma, proteínas de fase aguda, 
péptidos antimicrobianos, etc.  
Inmunoglobulinas secretadas 
por células B 
Distribución No clonal, todas las células de una 
clase expresan receptores idénticos 
Clonal, todas las células de una 
clase expresan un solo tipo de 
receptor con especificidad 
única 
Reconocimiento PAMPs, DAMPs y balance entre 
señales estimuladoras e inhibidoras 
Detalles específicos o epítopos 
de macromoléculas (proteínas, 
péptidos, carbohidratos) 
Respuesta 
Opsonización, activación del 
complemento y del inflamasoma, 
secreción de citoquinas inflamatorias 
y quimioquinas, expresión de 
moléculas de adhesión y de 
coestimulación y citotoxicidad 
mediada por células 
Citotoxicidad mediada por 
células, secreción de 
anticuerpos, citoquinas y 
quimioquinas y citotoxicidad 
celular dependiente de 
anticuerpo 
Memoria 
inmunológica 
No, la respuesta es la misma con cada 
exposición 
Si, la respuesta es mejorada por 
repetida exposición al antígeno 
Riesgo de 
autorreactividad 
Baja: Los receptores autotolerantes 
son seleccionados durante la 
evolución 
Alta: El reordenamiento de 
genes al azar genera receptores 
autorreactivos requiriendo la 
presencia de múltiples 
mecanismos de tolerancia 
 
Tabla 1.2. Cuadro resumen de las características del sistema inmune innato y adaptativo. 
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La respuesta inmune innata no sólo proporciona la primera línea de defensa, sino 
que también proporciona el contexto biológico que instruye al sistema inmune 
adaptativo para generar una respuesta [19]. Janewey, quien propuso la hipótesis 
“propio-no propio” en la que el sistema inmune innato reconoce los PAMPs a través de 
PRRs permitiendo así discriminar entre lo propio y lo extraño [21], y Matzinger, con su 
“modelo del peligro” en donde la activación del sistema inmune innato no solo se basa 
en el reconocimiento de PAMPs sino también en la presencia de DAMPs liberados por 
células dañadas [22], demostraron que la activación de la inmunidad innata es un 
requisito previo para una respuesta inmune adaptativa frente a un antígeno. El 
reconocimiento de estas moléculas (PAMPs y DAMPs) induce la expresión de las 
moléculas de coestimulación en las APC, las cuales son esenciales para la expansión 
clonal de células T y B específicas de antígeno [23]. 
 
La dependencia de la activación de células T vírgenes por señales coestimuladoras 
fue propuesta por primera vez por Bretscher y Cohn a través del modelo “2 señales” 
[24]. A través de estas señales coestimuladoras, las APC proporcionan información a la 
célula T sobre la naturaleza infecciosa del antígeno y de la infección. Antígenos propios 
así como antígenos no propios del ambiente que no son de origen microbiano, no son 
reconocidos por el sistema inmune innato y, por tanto, no inducen la expresión de 
señales de coestimulación. Estos antígenos, cuando son presentados por las APC a 
través de su MHC, no activarán los linfocitos T afines incluso aunque éstos expresen un 
TCR específico para estos antígenos, resultando en la apoptosis o la anergia de los 
linfocitos T [24]. Sin embargo, cuando el antígeno es de origen microbiano, los PAMPs 
presentes en el patógeno inducen la expresión de moléculas coestimuladoras en la APC. 
Estos antígenos son presentados en la superficie celular de la APC junto con las 
moléculas coestimuladoras, proporcionando un estímulo específico de antígeno y las 
moléculas coestimuladoras y de adhesión necesarias para la activación y expansión 
clonal de células T específicas. Una vez que las células T son activadas, la respuesta 
inmune adaptativa se hace cargo y el patógeno es engullido por un fagocito y destruido 
[3, 10]. 
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1.2- Moléculas de adhesión. 
 
La adhesión es una propiedad fundamental de las células. Proporciona un entorno 
estable para el crecimiento y la diferenciación celular y permite que las células migren. 
La interacción entre las células y sus matrices extracelulares es también un factor 
importante en la regulación de la deposición adicional de proteínas. La adhesión de las 
células entre sí, a sus matrices extracelulares y a la superficie endotelial está mediada 
por una variedad de proteínas de membrana conocidas colectivamente como moléculas 
de adhesión celular (CAMs) [25]. Estas moléculas son glicoproteínas que constituyen 
un conjunto de receptores de membrana encargados de mediar interacciones a través de 
la unión ligando-receptor. Por ser receptores, fluctúan entre estados de alta y baja 
afinidad mostrando así especificidad para sus respectivos ligandos, cualidad que es 
necesaria para su función específica. Al unirse a su ligando, se produce un cambio 
conformacional en el dominio extracelular que afecta a la función de las células, 
produciendo cambios intracelulares en el citoesqueleto o en su composición química 
[26].  
 
Estos receptores desempeñan una función esencial en el mantenimiento fisiológico 
de la integridad tisular, regulando numerosos procesos tales como: regulación de la 
extravasación de los leucocitos durante la respuesta inflamatoria, fenómenos de 
recirculación y entrada selectiva de linfocitos a los órganos linfoides, desarrollo de la 
respuesta inmune potenciando los fenómenos de adhesión y coestimulación necesarios 
para una adecuada respuesta citotóxica, y en los fenómenos de progresión y 
diseminación tumoral [27-29]. Las CAMs no solo están implicadas en la respuesta 
inmune sino que también son esenciales en el sistema hematopoyético, donde un mismo 
tipo celular puede mostrar fenotipo adherente o no adherente dependiendo de su estadío 
de diferenciación y los estímulos recibidos en el desarrollo y mantenimiento de la 
arquitectura de los tejidos y en la curación de heridas a través de la interacción de las 
células con la matriz extracelular y con las células vecinas [30, 31]. Estas moléculas 
también juegan un papel crítico en el desarrollo del sistema nervioso [32]. Así, la 
integridad y organización general de los diversos tejidos y órganos de un individuo 
dependen de la adecuada interacción entre los elementos que los componen.  
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Las CAMs son múltiples y se han clasificado en diversos grupos de acuerdo a 
semejanzas estructurales y funcionales. Estos grupos son denominados familias o 
superfamilias, dependiendo de cuán estrecha sea la similitud entre los diversos 
miembros de un grupo en particular. Entre los diferentes tipos de CAMs destacan:  
 
 
1.2.1- Familia de las integrinas. 
 
Las integrinas son llamadas así porque integran el medio extracelular e intracelular 
mediante la unión de ligandos fuera de la célula y componentes del citoesqueleto y 
moléculas de señalización dentro de la célula [33]. De esta manera, sirven para modular 
muchos aspectos del comportamiento celular incluyendo la proliferación, 
supervivencia/apoptosis, forma, polaridad, motilidad, expresión genética y 
diferenciación [34]. 
 
La familia de las integrinas comprende un amplio grupo de moléculas 
heterodiméricas constituidas por la unión no covalente entre dos cadenas polipeptídicas 
α y β. La subunidad α proporciona información para la unión del ligando y la subunidad 
β interacciona con el citoesqueleto para proporcionar información sobre la ubicación, el 
entorno local, el estado adhesivo y la matriz circundante [35]. En los vertebrados, 18 
subunidades α y 8 subunidades β forman 24 parejas de αβ conocidas. Esta versatilidad 
en la composición de las subunidades contribuye a la diversidad en el reconocimiento 
del ligando, a la unión a los componentes del citoesqueleto y al acoplamiento hacia las 
vías de señalización. Las células del sistema inmune expresan por lo menos 10 
miembros de la familia de las integrinas que pertenecen a las subfamilias β2, β7 y β1 
(Tabla 1.3). Las integrinas β2 y β7 se expresan exclusivamente en los leucocitos, 
mientras que las integrinas β1 se expresan en una amplia variedad de células de todo el 
cuerpo [33].  
 
La actividad de las integrinas depende de la presencia de cationes divalentes, los 
cuales, influyen notablemente sobre el estado conformacional y son responsables de 
mediar la interacción célula-célula, célula-matriz extracelular y célula-patógeno [36]. 
Estas glicoproteínas tienen la capacidad de modificar de forma rápida y reversible la 
avidez por sus ligandos. Esta capacidad está relacionada con dos fenómenos: cambios 
en la conformación de la integrina que incrementan su afinidad por el ligando y 
Introducción (I) 
14 
agrupamiento de las integrinas en un sitio determinado de la membrana celular, lo cual 
permite estabilizar múltiples interacciones ligando-receptor [37]. 
 
 
Tabla 1.3. Cuadro donde se representan todas las integrinas presentes en los leucocitos con 
su ligando correspondiente. Tabla adaptada de Luo et al. [33]. 
 
 
Las integrinas están implicadas en varios procesos biológicos como desarrollo y 
homeostasis del organismo, agregación plaquetaria, inflamación, funciones inmunes, 
reparación y migración de tejidos durante la embriogénesis [36]. En particular, 
desempeñan un papel crucial en todas las reacciones de leucocitos a la infección y 
lesión así como en la adhesión celular, migración y fagocitosis. Esto hace que el mal 
Integrina Distribución Ligando 
LFA-1, αLβ2, CD11a/CD18. 
Linfocitos, células NK, 
monocitos, macrófagos, células 
dendríticas, neutrófilos 
ICAM-1, -2, -3, -4, -5 
Mac-1, αMβ2, CD11b/CD18. 
Células NK, monocitos, 
macrófagos, neutrófilos 
iC3b, fibrinógeno, 
heparina, otros 
p150,95, αXβ2, CD11c/CD18. 
Células NK, monocitos, 
macrófagos, células dendríticas 
iC3b, fibrinógeno, 
heparina, otros 
αDβ2, CD11d/CD18. 
Monocitos, macrófagos, 
neutrófilos, eosinófilos ICAM-3, VCAM-1 
VLA-4, α4β1, CD49d/CD29. 
Linfocitos, monocitos, 
eosinófilos VCAM-1, fibronectina 
LPAM-1, α4β7. 
Linfocitos, células NK, 
monocitos 
MAdCAM-1, 
fibronectina 
HML-1, αEβ7. Linfocitos T intraepiteliales E-cadherina 
VLA-1, α1β1, CD49a/CD29. 
Linfocitos T activados a largo 
plazo, linfocitos B, monocitos Colágeno 
VLA-2, α2β1, CD49b/CD29. 
Linfocitos T activados a largo 
plazo, linfocitos B, monocitos Colágeno 
VLA-5, α5β1, CD49e/CD29. Linfocitos T, monocitos Fibronectina 
VLA-6, α6β1, CD49f/CD29. Linfocitos T, monocitos Laminina 
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funcionamiento de las integrinas este implicado en muchas patologías como asma, 
metástasis, esclerosis múltiple y otras enfermedades autoinmunes [38, 39]. Además, 
está aceptado que las señales mediadas por integrinas son necesarias en células 
normales para bloquear la apoptosis (vía PI3 quinasa y Akt) y para estimular la 
progresión del ciclo celular (vía ERK y ciclina D1, etc.) [40, 41]. En células 
transformadas, estas señales dependientes de integrina están en su lugar provistas por 
oncogenes o por la pérdida de genes supresores de tumores [42]. 
 
 
1.2.1.1- Integrinas β2. 
 
La subfamilia de las integrinas β2 esta compuesta por 4 miembros, los cuales 
comparten una subunidad β común (CD18) pero con cuatro diferentes subunidades α 
que se asocian no covalentemente con CD18: CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1), CD11c 
(p150,95) y CD11d. La expresión de las integrinas β2 está restringida a los leucocitos, 
por lo que a los miembros de esta subfamilia también se les llama leucointegrinas. Las 
integrinas β2 juegan un papel importante en la adhesión y señalización en las células 
inmunes y son de vital importancia para el funcionamiento del sistema inmune [43]. 
Entre los diferentes subtipos de leucocitos, la distribución de los CD11/CD18 difiere: 
 
 CD11a/LFA-1/αLβ2. Con un peso molecular de 180 kDa, se expresa 
constitutivamente en todos los leucocitos y es una molécula de adhesión implicada 
principalmente en las funciones de los monocitos, macrófagos, granulocitos y linfocitos 
[43]. CD11a media la firme adhesión de los leucocitos a las células endoteliales que 
rodean los vasos sanguíneos con el ligando CD54 (ICAM-1), lo cual es necesario para 
la extravasación de leucocitos en los sitios inflamatorios. LFA-1 expresado en células T 
también se une a ICAM-1 expresado en células presentadoras de antígeno durante la 
sinapsis inmunológica, fortaleciendo la interacción entre las células y la optimización 
de la señalización, y activación de las células T. Otros ligandos de CD11a son CD102 
(ICAM-2), CD50 (ICAM-3), ICAM-4, ICAM-5 y JAM-A [43, 44].  
 
 CD11b/Mac-1/αMβ2. Con un peso molecular de 165 kDa, se expresa 
principalmente en células mieloides (neutrófilos, monocitos, macrófagos, granulocitos y 
células dendríticas). Esta integrina es las más abundantes en los neutrófilos, donde se 
encuentra almacenada en gránulos intracelulares y son expresados en la superficie 
después de la activación celular [45]. A través de la unión a iC3b, Mac-1 media la 
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fagocitosis de cuerpos opsonizados por el complemento, incluyendo patógenos, células 
apoptóticas y complejos inmunes. También se une a ICAM-1 para la extravasación de 
neutrófilos a sitios de inflamación. Recientemente, se ha hecho evidente que Mac-1 es 
también un importante regulador negativo de la función de los leucocitos [46-48]. 
Puede interactuar con varios ligandos aparte de iC3b e ICAM-1 como JAM-3, MBP y 
factores de coagulación (fibrinógeno y Factor X).  
 
 CD11c/p150,95/αXβ2. Con un peso molecular de 150 kDa, se expresa 
normalmente en células mieloides, células NK y poblaciones de células T y B 
activadas. La expresión de αXβ2 sirve como marcador para distinguir células dendríticas 
maduras de inmaduras. Como Mac-1, media la fagocitosis de partículas opsonizadas 
por iC3b y juega un papel en la adhesión y migración de leucocitos. Sus ligandos son 
iCb3, fibrinógeno e ICAM-1 entre otros [43].  
 
 CD11d/αDβ2. Con un peso molecular de 150 kDa, se expresa moderadamente 
en células mieloides, predominantemente en macrófagos de la pulpa roja esplénica y 
granulocitos. También es pobremente expresado en leucocitos de sangre periférica y 
puede ser rápidamente sobreexpresado en respuesta a estímulos quimiotácticos como 
resultado de su transporte a la superficie celular desde gránulos secretores internos. Se 
usa como marcador de macrófagos de la pulpa roja y es fuertemente expresado en 
macrófagos dentro de las placas ateroscleróticas. CD11d es capaz de unirse a ICAM-3, 
VCAM-1 y a varias proteínas de la matriz extracelular incluyendo fibronectina, 
vitronectina, fibrinógeno y CCN1 [49, 50]. 
 
 CD18. Con un peso molecular de 95 kDa, se expresa en todos los tipos de 
leucocitos por lo que es considerado como un marcador general leucocitario. Una 
pérdida de la expresión o función de las integrinas β2 está asociada con el síndrome 
genético de deficiencia de adhesión leucocitaria (LAD). LAD-I puede ser causada por 
mutaciones somáticas en la región promotora del gen de CD18, lo que genera una 
reducida o falta de expresión de CD18. Alternativamente, mutaciones dentro de la 
región codificante de CD18 dan lugar a una subunidad β truncada o no funcional [51]. 
De esta manera, la subunidad α no se une a la subunidad β y por lo tanto, no se expresa 
en la membrana de los leucocitos. Dado que las integrinas β2 son cruciales para la 
función leucocitaria, en especial para la migración de leucocitos a los sitios de 
infección, los pacientes con LAD-I sufren infecciones recurrentes de bacterias y 
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hongos, y/o inflamación sin formación de pus, retraso en la cicatrización, leucocitosis y 
periodontitis [52]. 
 
Las integrinas β2 desempeñan principalmente las siguientes funciones [45]: 
 
 Adhesión intercelular y célula-matriz extracelular.  
 
 Citotoxicidad mediada por linfocitos T y células NK.  
 
 Proliferación de células B y T.  
 
 Citotoxicidad dependiente de anticuerpo [53]. 
 
 Adhesión y extravasación de leucocitos a través del endotelio activado en los 
focos de inflamación. 
 
 Fagocitosis de partículas opsonizadas por proteínas del complemento. 
 
 Actividad auxiliar para la producción de inmunoglobulinas in vitro [54]. 
 
 Supresión de la respuesta inmune por parte de las células Treg [55]. 
 
 
1.2.2- Superfamilia de las inmunoglobulinas. 
 
La superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF), con alrededor de 765 miembros, 
es una de las más grandes y diversas familias de proteínas en el cuerpo, representando 
el 50% de todas las glicoproteínas de superficie de los leucocitos. La característica 
distintiva de los miembros de IgSF es la presencia, en su secuencia polipeptídica, de 
uno o más dominios de inmunoglobulina, una estructura en forma de “sándwich” 
formada por dos láminas β antiparalelas estabilizadas por puentes disulfuro para 
mantener su estructura terciaria [56]. La mayoría de los miembros de IgSF son 
proteínas transmembrana de tipo I, las cuales consisten en un dominio extracelular, un 
único dominio transmembrana y una cola citoplasmática. Los miembros de IgSF 
median la adhesión a través del N-terminal de sus dominios de inmunoglobulina. Esta 
adhesión puede ser con otros dominios de inmunoglobulina de la misma estructura pero 
en la superficie celular opuesta (adhesión homófila), ó a través de la unión con 
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integrinas y carbohidratos (adhesión heterófila) [57]. A partir de estas uniones 
homófilas y heterófilas, intervienen en una gran cantidad de procesos como en el 
desarrollo de la respuesta inmune y del sistema nervioso central y en los mecanismos de 
reconocimiento celular y embriogénesis. Dentro de esta familia se encuentran los 
receptores de antígenos de la superficie celular, correceptores y moléculas de 
coestimulación del sistema inmunitario, moléculas implicadas en la presentación de 
antígeno a los linfocitos, moléculas de adhesión celular y ciertos receptores de 
citoquinas [1]. 
 
 
1.2.2.1- CD54/ICAM-1. 
 
Es una glicoproteína de membrana inducible por una variedad de estímulos 
inflamatorios como endotoxinas, TNF-α, IFN-γ e interleuquina-1 (IL-1), y codificada 
en humanos por un gen que consta de 7 exones separados por 6 intrones en el 
cromosoma 19 [58]. ICAM-1 se expresa en células hematopoyéticas tales como 
macrófagos tisulares, monocitos, células T activadas, células B, las amígdalas y los 
ganglios linfáticos, así como en la superficie de células no hematopoyéticas tales como 
células endoteliales vasculares y del músculo liso, células epiteliales del timo y 
fibroblastos [59]. Recientemente, una forma soluble de ICAM-1 (sICAM-1) ha sido 
detectada en el suero de personas sanas y niveles elevados de la misma fueron 
encontrados en personas con desórdenes inmunológicos [60]. 
 
La unión a su principal ligando (CD11a/CD18) es un proceso activo que requiere 
de un citoesqueleto íntegro y de la presencia de magnesio [61]. A través de la unión a 
sus ligando, especialmente a CD11a/CD18, CD54 participa en gran cantidad de 
funciones fisiológicas relacionadas con la respuesta inmune: 
 
 Participa en la respuesta inflamatoria permitiendo la extravasación de los 
leucocitos del torrente circulatorio a los tejidos [62]. 
 
 Actúa como una molécula coestimuladora en la respuesta inmune, potenciando 
la respuesta proliferativa del linfocito T frente al antígeno [63]. 
 
 Participa en reacciones alérgicas cutáneas tipo IV [64].  
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 Hiperreactividad bronquial: la expresión de CD54 en la mucosa bronquial 
media la adhesión de los eosinófilos a la mucosa bronquial [65].  
 
 Diseminación tumoral: la sobreexpresión de CD54 en células metastásicas 
favorece la formación de tumores secundarios [66]. 
 
 Participa en procesos infecciosos respiratorios y sistémicos: CD54 es 
subvertido como el receptor de superficie celular para el mayor grupo de rinovirus 
humanos (HRV) y para el secuestro de eritrocitos infectados con Plasmodium 
falciparum (IRBCs) en la periferia vascular [67]. 
 
 Induce la producción de anticuerpos por esplenocitos activados [68]. 
 
 sICAM-1 favorece la inducción de angiogénesis [69]. 
 
 
1.3- Estructura e interacción de ICAM-1/LFA-1. 
 
1.3.1- Estructura de CD11a/LFA-1. 
 
La estructura del antígeno 1 asociado a la función linfocitaria (LFA-1) es una 
glicoproteína heterodimérica compuesta por 2 subunidades, αL (CD11a) y β2 (CD18), 
las cuales, están unidas no covalentemente (Fig. 1.2). Ambas subunidades tienen una 
estructura compleja que incluye grandes dominios extracelulares, segmentos 
transmembrana de paso único y cortas colas citoplasmáticas [70]. La ausencia de 
actividad enzimática en estas colas citoplasmáticas sugiere que la cascada de 
señalización requiere la unión directa de proteínas de señalización o de proteínas 
adaptadoras que puedan reclutar a estas moléculas de señalización [71]. De esta 
manera, LFA-1 actúa como un conducto de comunicación bidireccional entre el 
citoplasma y ligandos extracelulares, donde la subunidad α es la responsable principal 
en la especificidad de unión al ligando extracelular y la subunidad β es la principal 
moderadora de la señalización intracelular [72]. Estudios de microscopía electrónica 
muestran que las regiones N-terminal de ambas subunidades contribuyen a un dominio 
globular “cabeza”, conectado a la membrana celular por dos “piernas”, las cuales 
corresponden a las regiones C-terminal de los dominios extracelulares [73]. 
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Fig. 1.2. Estructura de LFA-1. LFA-1 esta compuesta por una subunidad α y otra β. Su región 
extracelular puede considerarse que esta compuesta por un dominio “cabeza” y dos “piernas”. 
La cabeza esta compuesta por el dominio-Iα, la turbina β de la subunidad α y el dominio-Iβ de 
la subunidad β mientras que las piernas por los dominios thigh y calf-1,-2 de la subunidad α y el 
dominio hibrido y los EGF 1-4 de la subunidad β. En ausencia de estímulos, LFA-1 se encuentra 
en una posición doblada de baja afinidad con el dominio-Iα muy próximo a la membrana. En 
presencia de un estímulo activador, se produce la extensión de la región extracelular y la 
separación de las piernas. Todo ello hace que presente una elevada afinidad por su ligando 
ICAM-1. Modificada a partir de las figuras de Shimaoka et al. [74] y Hogg et al. [75]. 
 
 
1.3.1.1- Subunidad α. 
 
La región extracelular N-terminal de la subunidad α esta compuesta por 7 
repeticiones, cada una de las cuales contiene aproximadamente 60 aminoácidos 
formando 7 láminas β llamadas W1-7 que se pliegan adoptando una estructura de 
turbina β (Fig. 1.2). Además del dominio turbina β, la subunidad α incorpora un 
dominio independiente plegable de aproximadamente 200 aminoácidos llamado 
dominio I insertado ó dominio A dada su homología con el del factor de von 
Willebrand (vWF) [76]. Este dominio (dominio-Iα) esta localizado en la parte superior 
de la turbina β, insertado en un bucle entre las láminas 2 y 3 adoptando una 
conformación de plegamiento de Rossmann (una lamina β central compuesta por 5 
hebras β paralelas y una antiparalela rodeada por 7 hélices α anfipáticas). El dominio-Iα 
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y la turbina β están unidos por una secuencia bisagra que les permite moverse en 
posiciones relativas entre si [77]. 
 
Un sitio de unión a cationes divalentes, el cual fisiológicamente une Mg2+, define la 
cara superior del dominio-Iα. Los cationes divalentes son universalmente requeridos 
por las integrinas para unirse a sus ligandos, y los residuos coordinantes de metal en el 
dominio-Iα y los residuos que rodean el sitio de unión a metal son importantes para la 
unión al ligando. Por lo tanto, este sitio ha sido designado como el sitio de adhesión 
dependiente de iones metálicos (MIDAS) [33]. Gracias a la estructura cristalina del 
dominio-Iα, se ha demostrado que la región MIDAS esta constituida por tres residuos 
en el motivo conservado DxSxS (Asp137, Ser139 y Ser141) que coordinan con un 
catión de Mg2+ junto con otros dos residuos críticos, Thr206 y Asp239, mientras que la 
sexta coordinación es proporcionada por un ión cloruro. Está establecido que durante la 
unión a ICAM-1 in vivo, la sexta coordinación es proporcionada por un ácido glutámico 
dentro del primer dominio de ICAM-1 (Glu34) y que el bloqueo y mutagénesis del sitio 
de coordinación de metal en el MIDAS altera o evita la unión de ICAM-1 [78]. Lejos 
del sitio de unión a ICAM-1, existe un bolsillo hidrofóbico en el dominio-Iα distal al 
MIDAS, entre la lamina β central y la hélice 7α. Este sitio ha sido denominado como el 
sitio alostérico del dominio-Iα (IDAS). Este dominio está estructuralmente vinculado al 
MIDAS regulando la conformación de LFA-1, y por lo tanto su afinidad por ICAM-1. 
Inhibidores que se unen al IDAS no compiten con ICAM-1 por unirse a LFA-1 sino que 
ejercen un efecto alostérico en el dominio-Iα que previene la conformación activa de 
LFA-1 [79].  
 
La región C-terminal de la turbina β comprende una gran porción del dominio 
extracelular de la subunidad α de aproximadamente 500 aminoácidos, denominada 
“pierna”. Esta región proporciona el vínculo crucial entre los dominios transmembrana 
y citoplásmico y los cambios conformacionales que se producen en la zona de unión a 
ICAM-1. La pierna se compone de tres dominios con estructura sándwich β: la parte 
superior contiene el dominio thigh y la inferior consta de los dominios calf-1 y calf-2. 
Un pequeño bucle de unión a Ca2+ localizado entre los dominios thigh y calf-1 
representa el dominio genu, el cual adopta una inclinación de 135º y es el punto de giro 
clave para la extensión de la subunidad α [80] (Fig. 1.2). 
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El dominio citoplasmático próximo a la membrana contiene un motivo GFFKR que 
actúa como un “broche” que bloquea al heterodímero en una conformación de baja 
afinidad en ausencia de señales de activación. Este motivo conocido como “región 
bisagra” también está implicado en la asociación de las subunidades α y β [76]. 
 
 
1.3.1.2- Subunidad β. 
 
La subunidad β2 tiene una organización estructural común y característica de una 
región altamente conservada de aproximadamente 240 aminoácidos cerca de su N-
terminal, la cual es estructuralmente homóloga al dominio-Iα y se conoce como 
dominio-Iβ [73] (Fig. 1.2). Este dominio se encuentra insertado en el dominio híbrido, 
el cual adquiere una conformación de sándwich β en la parte superior de la pierna β. A 
su vez, el dominio híbrido esta insertado en el dominio plexina/semaforina/integrina 
(PSI). Estos dominios son seguidos por cuatro módulos de factor de crecimiento 
epidérmico ricos en cisteína (EGF) que ayudan a mantener una estructura terciaria 
rígida en la parte inferior de la pierna β [81]. En esta subunidad, el dominio flexible 
genu esta localizado entre los dominios EGF-1 y EGF-2. 
 
El dominio-Iβ es fundamental para el reconocimiento del ligando, regulando 
indirectamente al dominio-Iα y contiene dos segmentos adicionales al dominio-Iα. Uno 
de ellos ayuda a formar la interfaz con la turbina β y el otro es conocido como el bucle 
determinante de especificidad (SDL) debido a su papel en la unión al ligando [33]. De 
esta manera, el dominio-Iα y el dominio-Iβ se asocian con la turbina β en una 
localización similar: el dominio-Iα gira hacia afuera desde la parte superior de la 
turbina β mientras que el dominio-Iβ se encuentra con la parte lateral de la turbina β. 
Por lo tanto, ambos dominios-I están asociados estrechamente con la parte inferior del 
dominio-Iα en contacto potencial con la cara superior del dominio-Iβ [73]. 
 
Al igual que el dominio-Iα, el dominio-Iβ contiene un MIDAS para la unión de 
residuos cargados negativamente, los cuales fisiológicamente se unen a Mg2+, pero a 
diferencia del dominio-Iα, el dominio-Iβ no participa directamente en la unión al 
ligando y es conocido por regular el estado de actividad del dominio-Iα durante la 
activación de LFA-1 [33, 82]. Además, existen dos sitios de unión a iones metálicos 
adyacentes al MIDAS, los cuales fisiológicamente se unen a Ca2+ y comparten algunos 
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residuos de coordinación con el MIDAS. Estos dominios son conocidos como LIMBS 
(sitio de unión a iones metálicos inducida por ligando) y ADMIDAS (adyacente al sitio 
de adhesión dependiente de iones metálicos). Estudios mutacionales muestran que 
LIMBS actúa como un sitio regulador positivo y ADMIDAS como un sitio de 
regulación negativo. LIMBS ejerce un efecto sinérgico a bajas concentraciones de Ca2+, 
contribuyendo a la estabilidad de la estructura del sitio de unión en el dominio-Iα. Por 
el contrario, ADMIDAS media efectos reguladores negativos a elevadas 
concentraciones de Ca2+, el cual compite con Mn2+. La ocupación de ADMIDAS con 
Mn2+ desplaza ADMIDAS hacia LIMBS y favorece el movimiento hacia abajo de la 
hélice 7α, induciendo así el estado de alta afinidad. Por lo tanto, Mn2+ o Mg2+ en 
ausencia de Ca2+ desplazan el equilibrio hacia la conformación extendida abierta, 
mientras que el Ca2+ unido a ADMIDAS estabiliza la conformación cerrada (sección 
1.4) [33, 83]. 
 
El dominio citoplasmático próximo a la membrana contiene un motivo 
LLXXXHDRRE, el cual a través de una serie de contactos hidrofóbicos y 
electrostáticos, interactúa con el motivo GFFKR de la subunidad α para mantener a 
LFA-1 en la conformación doblada de baja afinidad. Además, la cola β citoplasmática 
contiene un motivo NPLF y NPKF, los cuales son requeridos para la señalización “de 
dentro afuera” (sección 1.4.1) y la asociación al citoesqueleto [84]. 
 
 
1.3.2- Estructura de ICAM-1. 
 
ICAM-1 es una proteína transmembrana de tipo I presente en la superficie celular 
con un peso molecular de 80-114 kDa en función del nivel de glicosilación, el cual 
varía con el tipo de célula. ICAM-1 no glicosilado tiene un peso molecular de 60 kDa. 
La parte extracelular de ICAM-1 se compone de 453 aminoácidos principalmente 
hidrofóbicos, los cuales forman cinco dominios de inmunoglobulina que participan en 
interacciones de adhesión célula-célula y célula-matriz. Cada dominio de 
inmunoglobulina tiene una estructura de lámina β estabilizada por puentes disulfuro. La 
región extracelular está unida a una sola región transmembrana hidrofóbica (24 
residuos) y a una corta cola citoplasmática (28 residuos) [58]. La cola citoplasmática 
carece de actividad quinasa intrínseca o de dominios de interacción proteína-proteína 
conocidos, por lo que ICAM-1 podría reclutar moléculas de señalización. Sin embargo, 
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tiene un alto número de aminoácidos cargados positivamente y un residuo de tirosina 
(Tyr512) el cual puede ser importante para la señalización. Varias moléculas de 
señalización y proteínas adaptadoras se han relacionado con la cascada de señalización 
de ICAM-1. En particular, moléculas que enlazan con la actina del citoesqueleto 
incluyendo α-actinina, cortactina, tubulina β, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y 
el complejo asociado a las balsas lipídicas ezrina/radixina/moesina [85] (Fig. 1.3). 
 
Estudios de microscopía electrónica han demostrado que la región extracelular de 
ICAM-1 tiene forma de varilla, de 190 Å de longitud, con un pliegue entre el tercer y 
cuarto dominio de aproximadamente 76 Å desde el amino terminal (Fig. 1.3). Además, 
la estructura cristalina de rayos X de los 2 primeros dominios revela una interfaz de 
dimerización hidrofóbica en el extremo N-terminal del dominio 1 [86, 87]. ICAM-1 
existe predominantemente como un dímero en la superficie celular y esta dimerización 
parece aumentar la unión a LFA-1. La dimerización en cis entre moléculas de ICAM-1 
en la misma célula tiene una función importante en la orientación de ICAM-1 para las 
interacciones en trans con LFA-1. Además, la orientación es importante para evitar 
interacciones cis entre LFA-1 e ICAM-1, ya que ambos se expresan con frecuencia en 
la misma célula [88]. Sin embargo, cada monómero de ICAM-1 es plenamente 
competente para unirse a LFA-1 y la dimerización de ICAM-1, aunque funcionalmente 
importante para la orientación en la superficie celular, no se requiere para formar un 
completo sitio de unión a LFA-1 [89]. Estudios de mutagénesis han demostrado que los 
residuos Glu34 y Gln73 en el dominio 1 de ICAM-1 son esenciales para la unión a 
LFA-1, donde el residuo Glu34 completa la coordinación del Mg2+ en la región MIDAS 
del dominio-Iα de LFA-1 [90] (Fig. 1.3). Los residuos que intervienen en la unión a 
LFA-1, se orientan con el residuo crítico Glu34 apuntando en direcciones opuestas, y la 
geometría parece ideal para la unión simultánea de 2 moléculas de LFA-1 al dímero 
[88]. Además de LFA-1, ICAM-1 es capaz de unirse a fibrinógeno, hialuronano, 
eritrocitos infectados con Plasmodium falciparum y rinovirus a través del dominio 1, 
solapándose pero no exactamente al mismo sitio de unión a LFA-1, y a la integrina 
Mac-1 por el dominio 3 [91-93]. 
 
El plegamiento apropiado del dominio 1 de ICAM-1 depende del dominio 2 para el 
mantenimiento de la estructura del sitio de unión. De esta manera, el dominio 2 afecta 
indirectamente a la unión del dominio-Iα de LFA-1 al dominio 1 de ICAM-1 [86]. El 
dominio 5 de ICAM-1 no contiene ningún sitio de unión conocido, sin embargo, esta 
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implicado en la estabilización de la estructura de ICAM-1 y dimerización, y su 
sustitución influye en la unión a LFA-1 [88]. 
 
Aunque normalmente se encuentra anclada a la membrana, una forma soluble de 
ICAM-1 (sICAM-1) ha sido identificada en suero formando complejos compuestos por 
dos o más monómeros. Estos complejos constan de los 5 dominios extracelulares de 
inmunoglobulina pero carecen del dominio transmembrana y del citoplasmático [94]. 
sICAM-1 es producida por una variedad de células, incluyendo células endoteliales del 
cordón umbilical y de la vena safena, células del músculo liso de la aorta, células 
tumorales y líneas celulares hematopoyéticas. sICAM-1 está presente en el suero de 
personas sanas a concentraciones entre 100-450 ng/ml y se ha encontrado también en 
fluidos corporales tales como líquido cefalorraquídeo, líquido sinovial, esputo, orina y 
en el fluido del lavado broncoalveolar [95]. 
 
Elevados niveles de sICAM-1 se han encontrado en el suero de pacientes con 
enfermedades cardiovasculares, déficit de adhesión leucocitaria (LAD), cáncer, artritis 
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, urolitiasis aguda y metástasis [96]. Muchos 
estudios han informado de que existe una estrecha relación entre los niveles elevados de 
sICAM-1 y la progresión de la malignidad, especialmente en cánceres metastásicos, 
donde la concentración de sICAM-1 es 3-5 veces mayor [95]. El mecanismo exacto por 
el que sICAM-1 es expresado no ha sido identificado. Sin embargo, se ha propuesto que 
ICAM-1 puede ser cortada de la membrana celular por proteasas específicas, 
posiblemente como parte de un bucle de retroalimentación negativa, un mecanismo 
para disminuir los aumentos de ICAM-1 inducidos por citoquinas. Proteasas candidatas 
incluyen metaloproteasas de matriz tipo 9, elastasa de neutrófilos, catepsina G y 
enzimas derivadas de bacterias [97-99]. También hay evidencias de transcritos de 
mRNA en las células específicos para sICAM-1 como producto de un splicing 
alternativo [100]. 
 
Se ha especulado que sICAM-1 podría jugar un papel inmunomodulador ya que 
puede actuar como un inhibidor competitivo de la forma unida a membrana, regulando 
así la adhesión celular [101]. Se ha visto que sICAM-1 es capaz de inhibir la infección 
de rinovirus, la unión de eritrocitos infectados con Plasmodium falciparum al endotelio 
vascular y la proliferación de células T autorreactivas, constituyendo así un mecanismo 
de defensa para las células [102-104]. Sin embargo, se ha demostrado que la liberación 
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de sICAM-1 por células tumorales es capaz de suprimir la función citotóxica de células 
T y NK, inhibiendo la unión de estos leucocitos a las células tumorales. Por lo tanto, el 
desprendimiento de ICAM-1 y el bloqueo de LFA-1 podría ser uno de los mecanismos 
por los cuales las células neoplásicas escapan de la vigilancia inmunológica [105]. 
Además, sICAM-1 puede promover la angiogénesis estimulando la migración 
quimiocinética de células endoteliales y la formación del tubo celular endotelial 
favoreciendo así la diseminación tumoral desde tumores primarios [69]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.3. Estructura de ICAM-1. La región extracelular esta compuesta por 5 dominios de 
inmunoglobulina y a través del residuo E34 del dominio 1 media la adhesión con LFA-1. Por 
medio de este dominio pero en regiones diferentes al sitio de unión a LFA-1, también 
interacciona con rinovirus y eritrocitos infectados con Plasmodium falciparum. A través del 
dominio 3 se une a la integrina Mac-1. La cola citoplasmática trasmite la señalización a través 
de proteínas de unión al citoesqueleto y proteínas adaptadoras. Modificada a partir de la figura 
obtenida de Yang et al. [106]. 
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1.4- Mecanismo de función e interacción entre ICAM-1 
y LFA-1. 
 
Las células alteran su adhesividad en respuesta a eventos del desarrollo o señales 
ambientales y estas adaptaciones son a menudo mediadas a través de integrinas [107]. 
Muchas integrinas no están constitutivamente activas; pueden estar, y a menudo lo 
están, expresadas en la superficie celular en un estado inactivo u “OFF”, en el que no 
unen ligandos y no generan señal. La activación de las integrinas es a menudo mediada 
por señales intracelulares que cambian la afinidad de algunas integrinas por sus 
ligandos, un proceso conocido como “modulación de la afinidad” [108]. El control 
preciso de la modulación de la afinidad es muy importante para muchos procesos 
biológicos, tales como la embriogénesis, la hemostasia, la respuesta inmune y el 
mantenimiento de la integridad de los tejidos [34, 108].  
 
El mecanismo de interacción de ICAM-1/LFA-1 implica un cambio 
conformacional en la estructura de LFA-1 pasando por diferentes estados de afinidad. 
Estos estados conformacionales coexisten en un equilibrio dinámico en la superficie 
celular, los cuales son controlados por la conformación del dominio-Iα. El dominio-Iα 
de LFA-1 se une a ICAM-1 de una manera dependiente de Mg2+ y existe en tres 
conformaciones diferentes dependiendo de la posición de la hélice 7α, la cual controla 
la conformación del MIDAS [109] (Fig. 1.4). En la conformación de baja afinidad (KD 
= 1 mM), las piernas de LFA-1 se encuentran dobladas por el dominio genu, con la 
región del sitio de unión a ICAM-1 muy cerca de la región de las piernas cercana a la 
membrana. Esta conformación se extiende 5 nm por encima de la superficie celular y 
por lo tanto, es inaccesible topológicamente a ICAM-1 [110]. La conformación doblada 
o de baja afinidad de LFA-1 esta estabilizada por interacciones en la interfaz entre la 
cabeza y la parte inferior de las piernas por interacciones entre las hélices 
transmembrana de la subunidad α y β y por un puente salino entre los dominios 
citoplasmáticos en la denominada región bisagra. [111]. 
 
Al producirse la activación de LFA-1, la unión de moléculas de señalización y 
proteínas del citoesqueleto (talina, kindlina, α-actinina, filamina y 14-3-3) a los 
dominios citoplasmáticos de LFA-1, desencadena la disociación de las colas 
citoplasmáticas. La interrupción del puente salino en la región bisagra provoca la 
disrupción de las interacciones cabeza-pierna provocando la extensión de las piernas de 
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LFA-1. De esta manera, a través de este mecanismo de activación llamado “navaja de 
muelle”, la cabeza de LFA-1 sobresale 20-25 nm de la superficie celular y en una 
orientación mucho más favorable para la unión a ICAM-1 [112, 113] (Fig. 1.4). La 
conformación extendida puede encontrarse en una configuración “cerrada” o 
“abierta” del dominio-Iα, dependiendo del ángulo entre el dominio-Iβ y el dominio 
hibrido de la subunidad β. En la configuración abierta, la separación de los dominios 
transmembrana de las cadenas α y β provoca que el dominio hibrido pivote hacia fuera 
y genere un movimiento hacia abajo a modo de pistón del extremo C-terminal de la 
hélice 7α en el dominio-Iβ. Este cambio desencadena la conversión del MIDAS a una 
configuración abierta y el movimiento hacia abajo de la hélice 7α del dominio-Iα hace 
que el residuo Glu310 de la región C-terminal actúe como un “ligando interno” del 
MIDAS del dominio-Iβ y se produzca la apertura del MIDAS del dominio-Iα. Este 
mecanismo ha sido referido como un modelo de “cuerda de campana” porque 
“tirando” de esta “cuerda”, a través de la unión intramolecular, cambia la posición de 
la hélice [33, 36, 114-117] (Fig. 1.4). La conformación extendida con la configuración 
abierta del dominio-Iα presenta alta afinidad (KD = 100  nM) por ICAM-1, mientras que 
con la configuración cerrada, una afinidad intermedia (KD = 10 µM) [118]. 
 
La adhesión ICAM-1/LFA-1 esta mediada no sólo por cambios conformacionales 
que modulan la afinidad de LFA-1, sino que también por alteraciones en la avidez 
(clusterización de moléculas de LFA-1) que mejoran la unión a ICAM-1 [77]. Dado que 
la regulación de la afinidad y la avidez son procesos distintos, no son mutuamente 
excluyentes y a menudo ocurren al mismo tiempo. Cada uno puede estar involucrado en 
diferentes aspectos de la señalización bidireccional [119]. 
 
Las integrinas se enlazan a sus ligandos a través de su gran dominio extracelular y 
al citoesqueleto a través de sus cortas colas citoplasmáticas. Estos vínculos a ambos 
lados de la membrana plasmática están enlazados dinámicamente [120]. La unión de 
ligandos a integrinas transmite señales al interior de la célula resultando en la 
reorganización del citoesqueleto, expresión génica, diferenciación celular y apoptosis 
(señal “de fuera adentro”). Por otro lado, las señales desde dentro de la célula también 
se pueden propagar a través de las integrinas y regular la afinidad de las integrinas y la 
adhesión celular (señal “de dentro afuera”) [71]. Ambos eventos de señalización 
pueden ocurrir simultáneamente y reforzarse entre sí [120].  
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Fig. 1.4. Mecanismo de activación de LFA-1. La extensión y separación de las piernas de 
LFA-1 a través de un mecanismo de navaja de muelle en presencia de un estimulo activador, 
dispone a LFA-1 en una conformación lo bastante alejada de la membrana para poder 
interactuar con ICAM-1. El reordenamiento del dominio-Iα generado por el movimiento hacia 
abajo de la hélice 7α a modo de cuerda de campana, genera la apertura del MIDAS haciendo 
que LFA-1 pase de una afinidad intermedia a una alta para ICAM-1. Modificada a partir de la 
figura obtenida de Maruyama et al. [114].  
 
 
1.4.1- Señalización “de dentro afuera”. 
 
La señalización “de dentro afuera” puede ser desencadenada por diferentes 
receptores de la superficie celular. Varios receptores están involucrados en el contacto 
inicial entre los linfocitos y las APC, incluyendo el TCR o receptores de células B, 
CD3, CD2, CD44 y CD45 [121, 122]. Además, múltiples mediadores inflamatorios 
tales como CCL21 (SLC), CXCL13 (BLC) y CXCL12 (SDF-1) a través de los 
receptores de quimioquinas CXC (CXCR1 y CXCR2) acoplados a proteínas G (GPCR), 
también pueden desencadenar la activación de LFA-1 [123]. Estas señales “de dentro 
afuera” también pueden ser provocadas por la activación de la proteína quinasa C 
(PKC) mediante el tratamiento con ésteres de forbol (PMA) o por sustancias que 
aumentan la concentración intracelular de Ca2+ [122]. De esta manera, este mecanismo 
de señalización protege de una excesiva adhesión celular mediada por LFA-1, lo cual 
podría conducir por ejemplo a la agregación espontánea de células sanguíneas y a 
generar profundas consecuencias patológicas [124]. 
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Después de la activación del receptor de células T, TCR/CD3, o del receptor de 
quimioquinas, la proteína tirosina quinasa LCK es fosforilada y activada, lo que 
conlleva la fosforilación del TCR/CD3. La proteína quinasa ZAP-70 es entonces 
reclutada al complejo TCR/CD3 y fosforilada por LCK. ZAP-70 fosforila una serie de 
proteínas adaptadoras, incluyendo LAT y proteínas de leucocitos que contiene dominios 
SH2 (SLP-76) (Fig. 1.5, mostrado en amarillo). Actuando como la proteína anclaje 
central, SLP-76 se asocia con el factor de intercambio de guanina-nucleótido Vav1, 
mientras que Vav1 activa la GTPasa Rac1, la cual interactúa con WASP y activa al 
complejo Arp2/3 (Fig. 1.5, mostrado en verde). SLP-76 también interactúa con ADAP, 
mientras que ADAP se une directamente a la proteína asociada a la quinasa Src SKAP-
55 y a VASP. SKAP-55 se une y trae RAPL a la membrana donde se encuentra GTP-
Rap1, resultando en la interacción directa de RapL con LFA-1 para aumentar la 
adhesión celular (Fig. 1.5, mostrado en rojo). SKAP-55 también interactúa 
constitutivamente con la molécula adaptadora que interactúa con Rap1-GTP (RIAM). 
La capacidad de RIAM para unirse a VASP y talina sugiere que RIAM promueve la 
activación de LFA-1 a través de efectos sobre el citoesqueleto de actina, en particular la 
interacción de talina con las colas citoplasmáticas de LFA-1 (Fig. 1.5, mostrado en 
azul). Otras proteínas asociadas a actina como kindlina y paxilina también han sido 
identificadas por regular la activación de LFA-1 [125, 126]. 
 
El último paso en la activación de LFA-1 consiste en el reclutamiento de talina y 
kindlina principalmente [127]. Cuando estas proteínas del citoesqueleto se unen a las 
secuencias NPLF y NPKF de la cola de la subunidad β, se produce la separación de las 
dos cadenas α y β. Esta separación es debida a la ruptura del puente salino entre la 
arginina en la secuencia GFFKR de la subunidad α y al aspartato en LLXXXHDRRE 
de la subunidad β [108]. Este motivo funciona como una secuencia reguladora negativa 
que suprime la activación de LFA-1, como indica el hallazgo de que la supresión de 
este motivo convierte a LFA-1 inactiva en constitutivamente activa [128]. Una vez que 
las colas citoplasmáticas de las subunidades α y β sufren una separación significativa, 
se generan los cambios conformacionales que se propagan a través de la membrana 
plasmática, se induce el estado de afinidad intermedia y se genera la conformación de 
alta afinidad por la señalización “de fuera adentro” [129, 130]. 
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Fig. 1.5. Cascada de señalización “de dentro afuera”. A través de estímulos percibidos por el 
receptor de células T, TCR/CD3, y el receptor para quimioquinas liberadas durante la 
respuesta inflamatoria, se genera una cascada de señalización en el citoplasma a través de 
diversas proteínas que desencadenan la extensión y activación de LFA-1 y el reordenamiento 
del citoesqueleto. Figura adaptada de Zhang et al. [125]. 
 
 
1.4.2- Señalización “de fuera adentro”. 
 
La activación de LFA-1 a través de la señalización “de dentro afuera” aumenta la 
afinidad de moléculas individuales de LFA-1, pero para que una célula pueda fijarse 
fuertemente a otra célula o a la matriz extracelular, requiere del aumento de la avidez de 
la interacción por clusterización de moléculas de LFA-1. De esta manera, cientos o 
miles de interacciones débiles forman una adhesión focal muy estable [131]. La 
activación de esta señalización “de fuera adentro” y el consecuente reforzamiento de la 
unión ICAM-1/LFA-1, puede desencadenarse a partir de la unión directa de LFA-1 
previamente activado a ICAM-1, por adición de Mn2+ o por anticuerpos activadores de 
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LFA-1 (MEM83 y NKI-L16 dirigidos contra la subunidad α y KIM185 y MEM48 
contra la subunidad β) [132]. 
 
Cuando LFA-1 se une a ICAM-1, moléculas de LFA-1 se agrupan en primer lugar 
en una estructura inestable llamada “adhesión emergente”. Un subconjunto de 
adhesiones emergentes progresan formando un “complejo focal pequeño” el cual 
madura formando un complejo intracelular altamente organizado conocido como 
“adhesión focal” que esta conectado al citoesqueleto. La adhesión focal incorpora una 
variedad de moléculas, incluyendo los dominios citoplasmáticos de las integrinas en 
clúster, proteínas del citoesqueleto y una extensa variedad de moléculas de 
señalización. La alta concentración local de estas moléculas facilita cascadas de 
señalización intracelular a través de interacciones proteína-proteína, las cuales están 
vinculadas al citoesqueleto así como a las complejas redes de señalización intracelular 
[131, 133] (Fig. 1.6). 
 
Los componentes de estos complejos de adhesión, conocidos a veces como 
“adhesoma”, forman una red de al menos 156 proteínas, unidos por muchos cientos de 
interacciones proteína-proteína. Muchos de los componentes son proteínas adaptadoras 
que reúnen a los diversos componentes en el lugar correcto en el momento adecuado. 
Estos adaptadores generalmente se construyen a partir de dominios plegables 
identificables (por ejemplo, LIM, PH, SH2, SH3, PTB). Otros miembros del complejo 
incluyen enzimas que pueden fosforilar o desfosforilar residuos para modular sus 
propiedades de unión. Talina, paxilina, filamina, la quinasa unida a integrina ILK y la 
quinasa de adhesión focal FAK son miembros prominentes del adhesoma. [72]. 
 
A través del fortalecimiento de la adhesión por clusterización, la ligación de LFA-1 
a ICAM-1 influye en la producción de IL-2 y subsiguiente entrada en la fase S del ciclo 
celular. Asimismo, también induce la polimerización de actina, la polarización de 
células T durante la presentación antigénica y la citotoxicidad, cambios en la biosíntesis 
de fosfolípidos que regulan la formación y fortalecimiento de la adhesión focal, la 
organización y la dinámica del citoesqueleto, y la polaridad celular durante la migración 
[134, 135]. 
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Fig. 1.6. Resumen de la cascada de señalización “de dentro afuera” y “de fuera adentro”. 
Figura adaptada de Tan et al. [43]. 
 
 
1.5- Función de la interacción ICAM-1/LFA-1 en 
procesos patológicos. 
 
La mayoría de las células de los tejidos exhiben interacciones relativamente 
estables con las células vecinas y la matriz a fin de definir la arquitectura del 
tejido/órgano. Por el contrario, para cumplir con sus funciones de vigilancia inmune y 
eliminación de patógenos, las células del sistema inmune deben viajar continuamente 
por todo el cuerpo [136]. Esto requiere no sólo locomoción y quimiotaxis, sino también 
una propensión explícita a negociar y cruzar las barreras de los tejidos [137].  
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La migración de los leucocitos desde la circulación hacia los tejidos linfáticos 
secundarios y los sitios de inflamación involucra interacciones selectivas y secuenciales 
entre las moléculas de adhesión leucocitaria y sus ligandos específicos expresados en el 
endotelio vascular [138]. Las células endoteliales que recubren los vasos sanguíneos 
son la principal barrera entre la circulación sanguínea y el tejido subyacente que los 
leucocitos deben atravesar durante la migración transendotelial. La estricta regulación 
de este proceso es crítica, porque si la migración se produce en exceso o en lugares 
inapropiados puede causar patologías severas [139] (Tabla 1.4). Estas “búsquedas de 
caminos migratorios” representan un aspecto importante y limitante de la velocidad del 
tráfico de leucocitos y se considera un objetivo terapéutico clave para enfermedades 
inflamatorias y autoinmunes [137]. 
 
  
Enfermedad Función Ref 
Parkinson Infiltración de monocitos circulantes en la 
sustancia negra [140] 
Alzheimer Infiltración linfocitaria en el sistema nervioso 
central [141] 
Esclerosis múltiple Infiltración de linfocitos en el sistema nervioso 
central [142] 
N
eu
ro
ló
gi
c
as
 
Accidente 
cerebrovascular 
isquémico 
Acumulación de linfocitos en el tejido 
isquémico [143] 
Síndrome de 
inmunodeficiencia 
adquirida (SIDA) 
Facilitar la infección viral [144] 
Virus del Nilo 
Occidental 
Facilitar la invasividad del virus en el sistema 
nervioso central [145] 
Infección por rinovirus Receptor para la entrada del virus en las células 
epiteliales respiratorias [146] 
Malaria Secuestro de eritrocitos infectados en los 
capilares del cerebro [147] 
In
fe
cc
io
s
as
 
 
Toxoplasmosis Media la migración de taquizoitos [148] 
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Tiroiditis de Hashimoto Infiltración linfocítica en la glándula tiroides [149] 
Diabetes tipo 1 Facilita la destrucción de las células beta por parte de los linfocitos [150] 
Pancreatitis Reclutamiento linfocitario en el páncreas provocando lesiones [151] 
Oftalmopatía de Graves Infiltración de linfocitos a la conjuntiva [152] 
Artritis reumatoide Infiltración de linfocitos en las articulaciones [153] 
Síndrome de Guillain-
Barré 
Reclutamiento de linfocitos en el sistema 
nervioso periférico [154] 
Aterosclerosis Facilitar la formación de la placa de ateroma [155] 
Enfermedad 
inflamatoria intestinal Infiltración de linfocitos en la mucosa intestinal [156] 
A
u
to
in
m
u
n
es
 
e 
in
fla
m
at
o
ria
s 
Síndrome de Sjögren Infiltración linfocítica en las glándulas exocrinas [157] 
Enfermedad de células 
falciformes 
Aumento de la adhesión de leucocitos 
favoreciendo la oclusión de los vasos sanguíneos [158] 
Co
n
gé
n
ita
s 
Deficiencia de adhesión 
leucocitaria tipo I 
(LAD-1) 
Disminuir la extravasación e infectividad por 
HIV [159] 
 
Tabla 1.4. Cuadro resumen de diversas patologías en las cuales ICAM-1 tiene un papel 
importante durante la progresión de la enfermedad. 
 
 
1.5.1- Citoquinas e ICAM-1. 
 
La integridad de la pared vascular y la regulación del transporte son de vital 
importancia en la preservación de la homeostasis de los tejidos. Hay varios factores que 
se sabe que alteran el transporte celular y eventualmente conducen a desequilibrios 
homeostáticos y a graves disfunciones vasculares. Estos incluyen factores físicos tales 
como la presión hidrostática del líquido transendotelial, factores bioquímicos como la 
citoquina proangiogénica VEGF, citoquinas proinflamatorias TNF-α, IL-1 e IFN-γ, 
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histamina y trombina, y toxinas bacterianas como lipopolisacáridos. Todas estas 
moléculas y agentes circulantes pueden reconocer receptores expresados en las células 
endoteliales y desencadenar un aumento de la permeabilidad de los vasos [160]. 
Además, muchos de estos agonistas pueden funcionalmente cooperar sinérgicamente 
para activar la transcripción de ICAM-1. Por ejemplo, TNF-α e IFN-γ juntos aumentan 
la expresión de ICAM-1 más que cualquiera de los dos por separado. Los efectos 
estimulantes de estos mediadores pueden ser atenuados por citoquinas antiinflamatorias 
como TGF-β, IL-4, IL-10 y las hormonas esteroideas de los glucocorticoides, las cuales 
interfieren con las vías de transducción de señal y factores de transcripción críticos para 
la inducción de la expresión de ICAM-1 [161]. 
 
El endotelio de los vasos sanos puede llegar a ser hiperpermeable durante un 
proceso inflamatorio. Esta es una respuesta normal a lesiones externas y a agentes 
patógenos en los que el TNF-α desempeña un papel importante en la activación y 
maduración de los leucocitos y en la sobreexpresión de moléculas de adhesión en el 
endotelio (E-selectina, ICAM-1, VCAM-1), que a la larga favorecen la extravasación 
local de leucocitos circulantes. Un gran número de enfermedades, no asociadas a 
cualquier estímulo externo o a una lesión, son capaces de inducir niveles plasmáticos 
elevados de citoquinas incluyendo TNF-α. En pacientes sanos, la concentración 
plasmática de TNF-α es generalmente menor de 1 pg/ml, pero su concentración puede 
ser anormalmente alta durante aterosclerosis, desarrollo tumoral, artritis reumatoide, en 
mujeres embarazadas con preeclampsia y en individuos obesos [160]. 
 
El nivel de expresión de ICAM-1 en la superficie de cualquier tipo de célula 
depende de las concentraciones de los mediadores pro- y antiinflamatorios y de la 
disponibilidad de las vías específicas de transducción de señal mediadas por receptores 
y su factor de transcripción nuclear en el promotor de ICAM-1. Las principales vías de 
transducción de señal intracelular implicadas en la regulación de la expresión de 
ICAM-1 incluyen PKC, proteínas quinasas activadas por mitógenos (ERK, JNK, y p38) 
y la vía de señalización de NF-κB. La región promotora del gen humano de ICAM-1 
contiene secuencias de reconocimiento para una variedad de factores de trascripción, 
incluyendo NF-κB, AP-1 y AP-2 [161]. Se ha demostrado que proteínas de la familia 
NF-κB son esenciales para el aumento de la expresión de ICAM-1 y la inhibición de 
NF-κB suprime la expresión de ICAM-1, resultando en la reducción de la invasión de 
células cancerígenas [162]. 
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1.5.2- Transmigración endotelial. 
 
La respuesta inflamatoria es la reacción típica del cuerpo a daños tisulares de 
cualquier tipo incluyendo infección. Esta reacción implica una rápida y transitoria 
entrega de elementos solubles preformados en la sangre al lugar de la lesión seguida por 
una entrega mas prolongada de leucocitos. Dado que los leucocitos no pueden nadar, 
son reclutados localmente en el sitio de inflamación a través de una cascada secuencial 
de adhesión en múltiples etapas entre los leucocitos y las moléculas de adhesión de las 
células endoteliales. El proceso de migración consta principalmente de tres pasos: 1) 
rodamiento de leucocitos dependiente de selectinas por la capa endotelial; 2) activación 
de integrinas dependientes de quimioquinas; y 3) adhesión de leucocitos al endotelio 
[62]. Estos tres pasos son precedidos por la captura inicial de los leucocitos desde el 
torrente circulatorio y seguidos por la migración transendotelial, penetración de la 
membrana basal y migración en el espacio intersticial [163] (Fig. 1.7). 
 
Fig. 1.7. Proceso de migración de los leucocitos a través del endotelio. En respuesta a un 
estimulo inflamatorio, se produce la sobreexpresión de selectinas para la etapa de rodamiento e 
ICAM-1 para la adhesión estable al endotelio gracias a la unión a LFA-1 activado en el 
leucocito. Posteriormente a la adhesión, el leucocito explora el endotelio examinando la mejor 
manera de extravasarse al tejido circundante y ejercer su función inmune. 
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1.5.2.1- Rodamiento. 
 
La sangre está compuesta principalmente por glóbulos rojos junto con trazas de 
otros componentes, principalmente leucocitos y plaquetas. En condiciones fisiológicas 
de flujo, tanto los leucocitos como las plaquetas tienden a moverse en una posición 
cercana a la superficie endotelial en lugar de en el centro del torrente sanguíneo, un 
fenómeno conocido como “marginación”, mientras que los eritrocitos tienden a ser 
excluidos de las regiones cercanas a las paredes formando una “capa libre de células” 
[163, 164]. Los leucocitos son más grandes que los glóbulos rojos y las plaquetas más 
pequeñas, pero ambos son considerablemente más rígidos que los glóbulos rojos. Se 
cree que esta diferencia juega un papel importante en su marginación. Además, en 
enfermedades como la malaria y la enfermedad de células falciformes, los glóbulos 
rojos se vuelven más rígidos y estas células endurecidas también marginan [165, 166].  
 
En condiciones normales, el contacto entre los leucocitos y el endotelio vascular es 
aleatorio si ambos tipos de células están inactivas y en reposo. Durante su progresión a 
través de la circulación, las células tocan las paredes del vaso de manera 
indiscriminada, dependiendo de las características del flujo. Sin embargo, si las células 
endoteliales que recubren los vasos son activadas a consecuencia de una infección, daño 
tisular, manipulación quirúrgica u otros factores, se genera un gradiente de citoquinas 
con la consecuente sobreexpresión de las moléculas de adhesión. Como resultado, los 
leucocitos circulantes en el torrente sanguíneo botan al azar contra el endotelio y 
comenzarán a disminuir su velocidad a través de las interacciones con las selectinas 
sobreexpresadas en el endotelio [167, 168].  
 
Las selectinas (P, E y L) son glicoproteínas transmembrana de tipo I que se unen a 
hidratos de carbono fucosilados y sialilados presentes en sus ligandos, de forma 
dependiente de Ca2+. La selectina L se expresa en la mayoría de los leucocitos, mientras 
que la E y la P se expresan rápidamente en células endoteliales activadas por estímulos 
proinflamatorios [169]. Aparte de la interacción de la selectina L leucocitaria con las 
selectinas P y E endoteliales, la proteína PSGL-1 tiene un papel dominante como 
ligando de las tres selectinas. De hecho, la unión de PSGL-1 a las selectinas E y P 
promueve la interacción de los leucocitos con el endotelio, mientras que la unión de 
PSGL-1 a la selectina L permite la interacción entre leucocitos. De esta manera, los 
leucocitos adheridos facilitan la captura de otros leucocitos circulantes en zonas de 
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inflamación, independientemente de que éstos expresen ligandos para las selectinas 
endoteliales, proceso denominado reclutamiento secundario [170]. 
 
Dado que la unión a las selectinas es relativamente débil y breve en esta primera 
etapa, los leucocitos son empujados por la fuerza del flujo, sólo para interactuar con la 
siguiente selectina en la misma célula o en la célula endotelial adyacente. Estas 
interacciones seriadas resultan en el llamado efecto “rodamiento”, donde la célula 
literalmente rueda a lo largo de las paredes de los vasos, frenando progresivamente 
hasta finalmente detenerse. La supuesta función de este fenómeno es establecer una 
relación físicamente estrecha entre el endotelio y los leucocitos, forzando de este modo 
a este último a permanecer en las zonas de mayor concentración de citoquinas, y al 
mismo tiempo sobreexpresar y activar otras moléculas de adhesión de superficie 
necesarias para la parada y migración de los leucocitos [171]. 
 
 
1.5.2.2- Adhesión. 
 
Aunque el rodamiento es un requisito previo para la firme adhesión a los vasos 
sanguíneos en condiciones de flujo, la adhesión dependiente de selectinas no es lo 
suficientemente fuerte como para retener a los linfocitos [172]. Por lo tanto, la 
transmigración endotelial requiere de moléculas secundarias de adhesión. Estas 
moléculas forman parte de la familia de las integrinas, las cuales son activadas durante 
la etapa de rodamiento por la presencia de citoquinas en el endotelio. Estas citoquinas 
producidas en el sitio de inflamación tienen un doble propósito: iniciar un bucle de 
retroalimentación positivo resultando en la producción de más citoquinas, así como en 
provocar un aumento en la expresión y activación de moléculas de adhesión leucocito-
endotelio como ICAM-1 y VCAM en el endotelio y LFA-1 en los linfocitos [173]. 
Como se ha explicado anteriormente (sección 1.4.1), la unión de estas citoquinas a los 
receptores específicos de los linfocitos, desencadena cambios conformacionales en las 
integrinas en una fracción de segundo, y en el mismo lugar los leucocitos se detienen 
por la activación de las señales “de dentro afuera” y posteriormente “de fuera 
adentro” para reforzar la adhesión al endotelio [174]. 
 
 
 
Introducción (I) 
40 
Las integrinas más relevantes para la adhesión leucocitaria al endotelio son 
miembros de la subfamilia β2, particularmente LFA-1 y Mac-1, así como la integrina 
VLA-4 (α4β1). Los ligandos para estas integrinas incluyen VCAM-1 para VLA-4 e 
ICAM-1 para LFA-1 y Mac-1. La firme adhesión de los linfocitos a las células 
endoteliales a través de estas interacciones representa el punto clave que permite a los 
linfocitos la posterior extravasación. Cuando interactúan ICAM-1/LFA-1, disminuye la 
adhesión mediada por VLA-4, indicando que existe una jerarquía en la que LFA-1 
desempeña un papel predominante [175]. De este modo, inhibiendo la interacción de 
ICAM-1/LFA-1, los linfocitos son incapaces de adherirse firmemente a las células 
endoteliales, y por tanto, se impide su función durante la respuesta inmune [176].  
 
Tras la unión de los leucocitos al endotelio, la interacción de VCAM-1 e ICAM-1 
con sus ligandos provoca la clusterización de estas moléculas e induce la formación de 
una “estructura de acoplamiento”. Esta estructura, desencadenada por la extensión de 
la membrana apical del endotelio por reorganización del citoesqueleto cortical de 
actina, rodea al leucocito y previene la desunión de los leucocitos adheridos en 
condiciones de flujo fisiológico [177]. En algún momento, normalmente dentro de 
varios minutos, los leucocitos toman la “decisión” crítica de migrar en la dirección 
perpendicular al plano del endotelio y extravasarse [178]. 
 
 
1.5.2.3- Diapédesis. 
 
La migración transendotelial (TEM) o diapédesis es sin duda el punto de no retorno 
en la respuesta inflamatoria. Los pasos anteriores de rodamiento de leucocitos, 
activación, adhesión y locomoción son todos reversibles, y la mayoría de los leucocitos 
que inician el contacto con el endotelio en el sitio de inflamación vuelven a entrar en la 
circulación. Sin embargo, una vez que los leucocitos se comprometen a diapédesis, no 
hay vuelta atrás [179]. 
 
La migración de leucocitos a través del endotelio durante la inflamación es un 
proceso activo no sólo para los leucocitos migratorios sino también para las células 
endoteliales, las cuales facilitan y controlan la entrada de leucocitos en los tejidos diana 
[180]. Durante la diapédesis, las uniones endoteliales se deshacen parcialmente 
evitando el daño de la monocapa o importantes cambios de permeabilidad. Así, las 
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membranas del leucocito y el endotelio se mantienen en estrecho contacto durante la 
diapédesis, y posteriormente, las membranas endoteliales vuelven a sellar sus 
conexiones [179]. Este pasaje es a menudo concebido por un modelo de cremallera, 
donde el desplazamiento de los leucocitos reemplaza transitoriamente las interacciones 
homofílicas de las proteínas transmembrana localizadas dentro de las uniones 
endoteliales [180]. 
 
A través de la formación de la estructura de acoplamiento, ICAM-1 y VCAM-1 
desencadenan la activación de muchas vías de señalización intracelulares que inducen 
el remodelamiento del citoesqueleto de actina, el debilitamiento de las uniones 
interendoteliales y/o eventos de fusión de la membrana que incrementan la 
permeabilidad endotelial y conllevan a un aumento de la migración. Antes de unirse los 
leucocitos, VE-cadherina, PECAM-1 y JAM-A se localizan en las fronteras 
interendoteliales e ICAM-1 se distribuye uniformemente en la superficie apical de las 
células endoteliales. Tras la firme adhesión, el leucocito extiende pseudópodos 
exploratorios entre dos células endoteliales adyacentes. A continuación, los 
pseudópodos evolucionan a una lamela que va atravesando el espacio abierto en la 
monocapa. Durante este proceso, estas proteínas son móviles y dinámicas durante la 
transmigración en condiciones de flujo. La clusterización de LFA-1 forma un “anillo” 
junto con ICAM-1 y JAM-A alrededor del leucocito a través del cual estos migran, y 
simultáneamente transmiten señales “de fuera adentro” que promueven la 
reorganización de VE-cadherina para formar una “brecha” que abre una puerta a los 
contactos de las células endoteliales. Cuando la transmigración es completa, LFA-1 se 
concentra finalmente en el urópodo del leucocito cerrando el “anillo”, y VE-cadherina 
e ICAM-1 se distribuyen uniformemente en la frontera interendotelial y en la superficie 
apical respectivamente [62, 181, 182]. 
 
En el proceso de la transmigración leucocitaria, además de la ruta clásica de 
diapédesis, en la que los leucocitos cruzan a través de uniones interendoteliales (ruta 
paracelular), cada vez hay más indicios de que habría una ruta alternativa, en la que los 
leucocitos podrían migrar a través de células endoteliales individuales (ruta 
transcelular) sin perturbar las uniones interendoteliales. Este proceso tiene lugar 
preferentemente en la microvasculatura, la barrera hematoencefálica o en vénulas del 
endotelio alto de los órganos linfoides secundarios [178]. La barrera hematoencefálica, 
por ejemplo, está formada por células endoteliales altamente especializadas, las cuales 
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inhiben el paso transcelular de moléculas a través de la barrera. Por ello, presentan una 
actividad pinocítica extremadamente baja y restringen la difusión paracelular de 
moléculas hidrófilas a través de las uniones endoteliales debido a una elaborada red de 
complejas uniones entre las células endoteliales [183]. Aström ya había sugerido en 
1968 que, en neuritis alérgica experimental, la migración de linfocitos se produce a 
través del endotelio mediante un proceso que se asemeja a la emperipolesis [184]. 
 
En este modelo, los leucocitos generan protusiones denominadas “podosomas 
invasivos” que sirven para “sondear” o “palpar” la superficie endotelial como un 
medio de identificar ubicaciones de baja resistencia. Estas protusiones fuerzan 
invaginaciones afines en la superficie del endotelio causando el desplazamiento local 
del citoplasma, citoesqueleto y otros orgánulos [185]. La clusterización de ICAM-1 
generada por el anclaje del leucocito al endotelio provoca la traslocación del ICAM-1 
apical a regiones ricas en caveolina-1 cerca de los extremos de las fibras de estrés de 
actina. En estas áreas ricas en F-actina, ICAM-1 es internalizado y transcitosado a la 
membrana plasmática basal a través de caveolas. Esto es seguido por la fusión de 
caveolas que contienen ICAM-1 en estructuras multivesiculares, caracterizadas por un 
anillo de F-actina y caveolina-1, alrededor del podosoma invasivo el cual dirige la 
formación del poro transcelular. Ambas proteínas, ICAM-1 y caveolina-1, siguen el 
paso de todo el leucocito a lo largo del poro por el interior del cuerpo de la célula 
endotelial hasta atravesarla [186, 187].  
 
Los factores que influyen en la ruta utilizada para la transmigración (paracelular o 
transcelular) aún no se han establecido firmemente. Probablemente están influenciados 
por el estado de activación de las células endoteliales y la forma de la célula endotelial, 
la estabilidad de las uniones endoteliales, las condiciones de flujo locales y la 
composición de las proteínas de matriz de la pared del vaso [181]. De esta manera, en 
las regiones del lecho vascular donde las uniones célula-célula son particularmente 
fuertes y bien organizadas, como la barrera hematoencefálica, los leucocitos pueden 
utilizar preferentemente la ruta transcelular para su transmigración. Contrariamente a 
esto, las regiones con uniones endoteliales relativamente más débiles, tales como venas 
postcapilares podrían ser los sitios preferidos para la migración paracelular de los 
leucocitos [188]. 
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1.5.3- Metástasis. 
 
La metástasis a órganos vitales como el hígado o los pulmones se produce a través 
de la diseminación hematógena, abarcando múltiples etapas, que deben ser completadas 
con éxito [189].  
 
Durante las múltiples etapas de la metástasis tumoral, muchas moléculas de 
adhesión en las células tumorales están involucradas en interacciones célula-célula y 
célula-matriz extracelular. En la etapa inicial, la inexpresión de integrinas de membrana 
que interactúan con proteínas de la matriz extracelular favorece la propagación de las 
células tumorales, permitiéndoles desprenderse del tumor primario y entrar en la 
circulación. En etapas posteriores, sin embargo, la expresión de moléculas de adhesión 
favorece los contactos intercelulares necesarios para la difusión eficiente [190]. Los 
tipos de moléculas de adhesión varían con la malignidad, sitio de metástasis y origen 
del tumor. Por ejemplo, la sobreexpresión de ICAM-1 está asociada con un mal 
pronóstico en multitud de neoplasias malignas [191-194].  
 
 
1.5.3.1- Extravasación. 
 
Varias hipótesis se han propuesto para explicar la extravasación de células 
tumorales. Sin embargo, los precisos mecanismos por los cuales las células tumorales 
migran a través del endotelio vascular siguen siendo controvertidos. Aunque el sistema 
inmune actúa para eliminar las células tumorales, bajo ciertas circunstancias, los 
leucocitos pueden aumentar su pobre habilidad para metastatizar [195]. Un reciente 
estudio ha demostrado que las células metastásicas por sí mismas no pueden migrar a 
través del endotelio bajo condiciones de flujo, sin embargo, cuando los leucocitos 
polimorfonucleares (PMNs) están presentes, la migración se produce. [196]. 
 
Para explicar este fenómeno, se ha propuesto un mecanismo de adhesión de 2 pasos 
que involucra primero el rodamiento y detención de PMNs al endotelio, y en segundo 
lugar, captura de células metastásicas. La selectina-E e ICAM-1 endoteliales participan 
en el primer paso, moduladas por la tensión y velocidad de cizallamiento, mientras que 
ICAM-1 expresado en las células metastásicas afecta a la segunda etapa, mediada sólo 
por la velocidad de cizallamiento [197]. Además, aunque varias citoquinas 
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proinflamatorias y quimioquinas han sido implicadas en influir en las propiedades 
adhesivas de las células transformadas, la interleuquina-8 (IL-8) es de particular interés 
debido a que promueve el crecimiento de algunos tumores. Las células tumorales que 
secretan altos niveles de IL-8 se han caracterizado por tener un mayor potencial 
metastásico [198]. Se ha demostrado que IL-8 desencadena un aumento de la actividad 
de unión de las integrinas β2 en PMNs. Por lo tanto, IL-8 secretada por células 
transformadas y PMNs pueden desempeñar un papel en la comunicación entre los 
PMNs y las células metastásicas [199]. 
 
 
1.6- Fármacos que inhiben la interacción entre ICAM-1 
y LFA-1. 
 
Debido a la importancia de la interacción ICAM-1/LFA-1, varias estrategias se han 
desarrollado para inhibir esta interacción, modulando así la respuesta inmune en 
enfermedades autoinmunes y cáncer. Estas estrategias pueden resumirse en: 1) bloqueo 
de los receptores ICAM-1/LFA-1; 2) inhibición de la activación de LFA-1; y 3) 
inhibición de la expresión de ICAM-1 [200] (Tabla 1.5).  
 
 
1.6.1- Bloqueo de los receptores de adhesión. 
 
Como la cara superior del dominio-Iα alrededor del MIDAS se une directamente a 
los ligandos, la unión de inhibidores en el mismo sitio del dominio-Iα es una forma 
sencilla de bloquear la función de forma competitiva. De hecho, muchos anticuerpos 
inhibidores están dirigidos contra el dominio-Iα. Aunque la mayoría de los anticuerpos 
inhibidores del dominio-Iα bloquean directamente el sitio de unión, algunos que se 
unen en una región más distal al MIDAS inhiben la unión del ligando indirectamente, 
de manera similar a los antagonistas alostéricos del dominio-Iα (sección 1.6.2) [74]. 
 
Anticuerpos que interfieren con la interacción ICAM-1/LFA-1 han sido 
ampliamente evaluados en numerosos estudios preclínicos que han demostrado una 
eficacia variable en varias afecciones como prevención de rechazo de aloinjerto, 
supresión de artritis reumatoide, diabetes mellitus tipo I y psoriasis [201]. Sin embargo, 
aunque los anticuerpos son eficaces, son propensos a la degradación física y química, lo 
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cual los hace difíciles de formular, no pueden ser entregados por vía oral y son caros de 
producir. Además, los anticuerpos también pueden generar inmunogenicidad en 
inyecciones repetidas [202]. Efalizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado 
específico para la subunidad αL, fue aprobado en 2003 para el tratamiento de psoriasis 
en placas y demostró ser eficaz en ensayos a largo plazo. Sin embargo, informes de 
casos de leucoencefalopatía multifocal progresiva asociada con efalizumab llevaron a 
su retirada del mercado en 2009 [203]. 
 
 
1.6.2- Inhibición de la activación de las integrinas. 
 
Cambios conformacionales en el dominio-Iα de LFA-1 son necesarios para un 
aumento de la afinidad del MIDAS, el cual es el sitio de unión a ICAM-1. Dado que 
LFA-1 se une a ICAM-1 sólo después de su activación y clusterización, algunos 
inhibidores fueron diseñados para bloquear el cambio conformacional de LFA-1 del 
estado de baja afinidad al de alta afinidad. Dos clases distintas de moléculas 
antagonistas de LFA-1 han sido desarrolladas como agentes antiinflamatorios [204]. 
 
El primer grupo de antagonistas se une al bolsillo hidrófobico conocido como IDAS 
situado entre las láminas β 2, 1 y 4 y las hélices α 1 y 7 del dominio-Iα. La unión de 
estas moléculas (estatinas (lovastatina), cinamidas, derivados de hidantoína (BIRT377) 
y pirrolidinas homoquirales) a la región IDAS bloquea el movimiento axial hacia abajo 
de la hélice 7α, inhibiendo así la unión alostéricamente y estabilizando el dominio-Iα en 
la conformación cerrada. Estos antagonistas se denominan inhibidores alostéricos del 
dominio-Iα [78, 79, 117, 205]. 
 
El otro grupo de antagonistas se une al MIDAS del dominio-Iβ cerca de la interfaz 
reguladora con el dominio-Iα, bloqueando la comunicación del cambio conformacional 
en el dominio-Iα y manteniéndolo en la conformación cerrada. Estos antagonistas, tales 
como los compuestos 3 y 4 de Genentech y XVA143 de Hoffmann-La Roche se 
denominan inhibidores alostéricos del dominio-Iα/β [74]. 
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1.6.3- Inhibición de la expresión de receptores de adhesión. 
 
Aunque muchas estrategias terapéuticas actuales están dirigidas contra el bloqueo 
de la unión LFA-1/ICAM-1, los avances en biotecnología, así como en la investigación 
de los mecanismos fisiopatológicos que intervienen en el proceso inflamatorio, han 
llevado al descubrimiento de un grupo de agentes biológicos que son capaces de inhibir 
la expresión de moléculas que dan lugar a la cascada inflamatoria [206]. 
 
Aunque ICAM-1 se expresa constitutivamente en células endoteliales y epiteliales, 
su contribución al proceso inflamatorio se debe a la regulación positiva por citoquinas 
tales como el TNF-α. Por esta razón, una variedad de enfoques terapéuticos se han 
utilizado para inhibir el TNF-α en pacientes con severas patologías inflamatorias, y de 
este modo, inhibir la sobreexpresión de ICAM-1. Dentro de esta categoría pueden 
encontrarse el anticuerpo infliximab, el inhibidor de la cascada de señalización de TNF-
α CNI-1493 y la talidomida [207, 208]. 
 
Otra estrategia con la que se están obteniendo buenos resultados es el uso de 
oligonucleótidos antisentido o RNA de interferencia, los cuales pueden utilizarse para 
disminuir la síntesis de moléculas de adhesión. Alicaforsen es considerado como un 
inhibidor altamente selectivo de ICAM-1 que desregula el mRNA de ICAM-1. Después 
de la transcripción del mRNA de ICAM-1, alicaforsen se une al mRNA a través de un 
proceso denominado hibridación. Este proceso hace que el mRNA sea inoperante y en 
consecuencia de lugar a su destrucción por escisión. Como resultado, se inhibe la 
traducción del mRNA y la posterior expresión de ICAM-1 en la superficie celular 
[209]. 
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Fármaco Origen y diana Enfermedad Ref 
Odulimomab Anticuerpo bloqueante             
contra CD11a 
Rechazo al trasplante, 
dermatitis [210] 
Cyclo(1,12)-
PenITDGEATDSGC 
(cLAB.L) 
Péptido cíclico derivado 
del dominio-Iα de  
LFA-1 
Terapia potencial para 
artritis, inflamación e 
inmunosupresión 
[211] 
Cyclo(1,12)- 
PenPRGGSVLVTGC 
(cIBR) 
Péptido cíclico derivado 
del dominio 1 de 
ICAM-1 
Terapia potencial para 
artritis, inflamación e 
inmunosupresión 
[212] 
B
lo
qu
eo
 
de
 
lo
s 
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s 
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ad
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si
ón
 
Enlimomab Anticuerpo bloqueante             
contra ICAM-1 
Artritis, psoriasis, colitis 
ulcerosa [210] 
Lovastatina Molécula antagonista de CD11a HIV tipo I [213] 
BIRT377 Molécula antagonista de CD11a 
Terapia potencial para 
la enfermedad de 
Crohn, metástasis 
tumoral, rechazo de 
aloinjertos 
[214] 
XVA143 Molécula antagonista de CD11a HIV tipo I [213] 
In
hi
bi
ci
ón
 
de
 
la
 
ac
tiv
ac
ió
n
 
 
de
 
la
s 
in
te
gr
in
a
s 
Lifitegrast SAR 1118 Molécula antagonista de CD11a Xeroftalmia [215] 
Alicaforsen  
(ISIS 2302) 
RNA antisentido contra 
el mRNA de ICAM-1 
Colitis ulcerosa, 
pouchitis crónica [216] 
Infliximab 
Anticuerpo neutralizante 
de TNF soluble y 
transmembrana 
Enfermedad de Crohn [217] 
CNI-1493 
Molécula inhibidora de la 
vía MAPK (bloquea la 
expresión de TNF) 
Enfermedad de Crohn [208] 
In
hi
bi
ci
ón
 
de
 
la
 
ex
pr
es
ió
n
 
de
 
re
ce
pt
o
re
s 
de
 
ad
he
si
ón
 
GI270384X 
Molécula que interfiere 
en el proceso post-
trascripcional de ICAM-1 
Enfermedad 
inflamatoria del 
intestino, colitis, 
hiperalgesia 
[218] 
 
Tabla 1.5. Resumen de las tres clases de inhibidores para la interacción ICAM-1/LFA-1. 
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1.7- Transferencia de energía de resonancia 
fluorescente (FRET). 
 
En la era post-proteómica, una variedad de tecnologías han surgido para ayudar a 
identificar proteínas celulares y asignar sus funciones. Entre ellos destacan los métodos 
basados en fluorescencia, como la transferencia de energía de resonancia fluorescente 
(FRET) [219]. Estos métodos son excelentes herramientas para la vigilancia e 
identificación de la dinámica molecular celular, fisiología celular, interacciones célula-
célula así como en el cribado de alto rendimiento de proteínas purificadas para 
caracterizar y cuantificar interacciones proteína-proteína, proteína-gen y proteína-
ligando [220-223]. 
 
FRET es una técnica de medio siglo de antigüedad que, sin embargo, debido a los 
últimos avances, ha experimentado un gran resurgimiento. Es un proceso físico 
dependiente de la distancia por el cual la energía es transferida no radiactivamente 
desde un fluoróforo donor a uno aceptor. Actualmente, es una de las pocas herramientas 
disponibles para medir distancias a escala nanométrica y cambios en distancias in vitro 
e in vivo [224]. Los avances recientes en la técnica han conducido a mejoras cualitativas 
y cuantitativas incluyendo mayor resolución espacial, rango de distancia y sensibilidad. 
Estos avances, son debidos en gran parte a las nuevas moléculas fluorescentes, pero 
también a los nuevos métodos ópticos e instrumentación que han abierto nuevas 
aplicaciones biológicas [225]. 
 
FRET se produce entre dos moléculas fluorescentes que están lo suficientemente 
cerca. Cuando un fluoróforo donor ha sido excitado por una luz incidente, los electrones 
del fluoróforo donor saltan desde su estado fundamental a un nivel de energía más alto. 
Según regresan al estado fundamental, una partícula de luz conocida como fotón es 
emitida. Durante FRET, el fotón emitido no es absorbido por el aceptor, más bien, la 
energía emitida se acopla a través de los dipolos fluorescentes, los cuales irradian 
energía de la misma manera que una antena de radio. Esto conduce a una reducción en 
la intensidad de fluorescencia del donor y vida media del estado excitado, causando la 
excitación de los electrones del aceptor y haciendo que emita un fotón en su lugar a su 
longitud de onda característica [226, 227]. La teoría de la “transferencia de energía de 
resonancia” fue desarrollada por Förster [228] y, en honor a su contribución, el efecto 
ha sido nombrado después de él. La teoría de Förster muestra que la eficiencia de FRET 
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(EFRET) es esencialmente la medición de cada incidente de transferencia de energía 
durante cada incidente de excitación del donor y varía la sexta potencia de la distancia 
entre las dos moléculas (r) [229]: 
 
 
 
donde Ro es la distancia en la que la mitad de la energía se transfiere y depende de 
las características espectrales de los fluoróforos y su orientación relativa. Con esta regla 
puede deducirse la distancia entre el donor y el aceptor. Dado que Ro varía entre 20-60 
Å, FRET puede utilizarse como una regla molecular, y de hecho FRET ha sido 
adaptado para tales fines en biología estructural mediante el uso de enfoques 
espectroscópicos de precisión. Sin embargo, para la mayoría de aplicaciones de biología 
celular, los experimentos de FRET se limitan a una lectura más binaria, es decir, una 
medida distinguirá entre “alto, medio o bajo FRET”, o simplemente entre “FRET” y 
“no FRET” [229-231]. 
 
La eficiencia de FRET depende principalmente de tres factores:  
 
 El área de superposición entre el espectro de emisión del donor y el espectro de 
excitación del aceptor, con un área mayor permitiendo una transferencia de energía más 
eficiente (Fig. 1.8, A). Una excelente pareja para FRET también debe tener gran 
separación entre el espectro de emisión del donor y del receptor, rendimientos cuánticos 
similares y una eficiente detección. Además, los fluoróforos deberían ser brillantes (con 
coeficientes de extinción ε > 50.000 M-1cm-1 y rendimiento cuántico QY > 0,1), 
fotoestables, pequeños y solubles en agua con suficientes formas de bioconjugación 
química [232]. 
 
 La distancia entre el donor y el aceptor (Fig. 1.8, B). Gobernado por la física de 
la proximidad molecular, FRET únicamente puede permitir que la transferencia de 
energía se produzca cuando la distancia entre el donor y el aceptor se encuentran entre 
1-10 nanómetros el uno del otro. Por lo tanto, una ligera modificación de esta distancia 
puede afectar significativamente la señal de FRET haciéndola una técnica sensible para 
determinar interacción/proximidad molecular más allá de los límites de resolución del 
microscopio óptico [233]. 
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 La orientación relativa entre los dipolos del donor y del aceptor (Fig. 1.8, C). 
FRET es particularmente sensible a la orientación relativa entre el donor y el aceptor ya 
que puede observarse un efecto dramático en FRET cambiando la orientación mientras 
se mantiene la distancia de los fluoróforos. De hecho, cuando los dipolos son 
perpendiculares entre sí, FRET no puede ocurrir [234]. 
 
 
Fig. 1.8. Factores importantes a tener en cuenta para obtener FRET. A) Solapamiento entre 
el espectro de emisión del donor y excitación del aceptor; B) distancia entre los fluoróforos; C) 
orientación de los dipolos entre si. Modificada a partir de la figura obtenida de Wang et al. 
[234]. 
 
 
Uno de los usos más frecuentes y clásicos de FRET es medir las distancias entre 
sitios definidos dentro de una proteína o para analizar la interacción entre proteínas o 
péptidos. Las proteínas contienen fluoróforos intrínsecos (es decir, triptófano y 
tirosina), y también pueden unirse covalentemente fácilmente (a menudo 
específicamente) a fluoróforos extrínsecos. Muchas de estas sondas extrínsecas están 
comercialmente disponibles y son fáciles de usar [226]. 
 
Dado que FRET puede ofrecer una alta resolución detectando distancia/orientación, 
se ha aplicado ampliamente para diseñar biosensores que permiten la medición de 
señales con alta precisión incluyendo la identificación de compuestos que inhiban la 
interacción entre biomoléculas [234].  
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2- DIAGNÓSTICO DE ASPERGILOSIS INVASIVA. 
 
2.1- Aspergillus spp. 
 
Los miembros del género Aspergillus son hongos distribuidos de forma ubicua 
desde la región del Ártico a los trópicos sin escatimar materiales u objetos. El género 
Aspergillus fue descrito por primera vez por Micheli en 1729 [235], y la primera 
descripción de una enfermedad humana causada por Aspergillus data del año 1847 
[236]. Desde entonces, los miembros de la familia Aspergillus se han convertido cada 
vez más importantes y han sido implicados como los agentes causantes de un número 
importante de infecciones en los seres humanos y otros animales. Además, la duración 
y cantidad de exposición al organismo son factores importantes en la respuesta del 
huésped y algunas formas de Aspergillus han sido detectadas en sujetos aparentemente 
sanos [237]. 
 
El nicho habitual de Aspergillus spp. está en el suelo y en la biomasa en 
descomposición. Aspergillus spp. crecen como hifas ramificadas, se reproducen 
asexualmente por medio de conidióforos aéreos y la mayoría de las especies de 
Aspergillus no tienen un teleomorfo reconocido (forma sexual) [238]. Las esporas 
reproductivas, conocidas como conidias, son producidas en grandes cantidades y, en 
virtud a su pequeño tamaño y exterior hidrofóbico, pueden dispersarse fácilmente por el 
aire y permanecer en él durante horas una vez liberadas. Las conidias en reposo son 
metabólicamente quiescentes, pudiendo sobrevivir a una amplia gama de condiciones 
ambientales y permanecer viables durante meses. El desarrollo de nuevas colonias 
comienza con el hinchamiento de las conidias a las horas de llegar a un ambiente 
permisivo, y es seguido por la germinación y posterior elongación de las hifas [239]. 
 
La concentración media de conidias de Aspergillus en el aire es de 0,2-15 
conidias/m3 según diferentes estudios y puede aumentar hasta 106 conidias/m3 en 
algunos entornos agrícolas. Como resultado, los seres humanos inhalamos 
rutinariamente cientos de conidias al día. En personas inmunocompetentes, estos 
encuentros no son muy significativos ya que las conidias son eliminadas por las células 
del sistema inmune pulmonar. Sin embargo, la infección se produce cuando la respuesta 
del huésped es demasiado débil [240]. De esta manera, las infecciones fúngicas 
invasivas son algunos de los problemas más graves en pacientes 
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inmunocomprometidos, causando tasas de mortalidad elevadas. Entre las más de 180 
especies reconocidas de Aspergillus, A. fumigatus sigue siendo la causa más común de 
infección [241]. 
 
 
2.2- Aspergillus fumigatus. 
 
Aspergillus fumigatus es un hongo filamentoso hialino, saprófito y perteneciente al 
filo Ascomycota. Se encuentra formado por hifas hialinas tabicadas y puede tener 
reproducción sexual (con formación de ascosporas en el interior de ascas) y asexual 
(con formación de conidias). El organismo se caracteriza por conidias equinuladas 
verdes, de 2,5-3 µm de diámetro, producidas en cadenas basipetalmente desde fiálides 
verdosos, de 6-8 por 2-3 µm de tamaño. Unas pocas cepas de A. fumigatus carecen de 
pigmentos y producen conidias blancas. Las cadenas de conidias son cargadas 
directamente en vesículas claviformes (de 20-30 µm de diámetro) en ausencia de 
métulas (Fig. 2.1) [242]. 
 
Fig. 2.1. Imágenes del hongo Aspergillus fumigatus. 
 
 
Aunque esta especie no es el hongo más frecuente en el mundo, es uno de los más 
ubicuos de aquellos con conidias aéreas. Esporula abundantemente con cada cabeza 
conidial produciendo miles de conidias. Las conidias liberadas a la atmósfera tienen un 
diámetro lo suficientemente pequeño como para llegar a los alvéolos pulmonares. A. 
fumigatus no tiene un elaborado mecanismo para la liberación de sus conidias al aire, la 
difusión simplemente se basa en las perturbaciones del entorno y fuertes corrientes de 
aire. Una vez que las conidias están en el aire, su pequeño tamaño las hace flotantes, 
tendiendo a mantenerlas en el aire, tanto en interiores como en exteriores [243]. Para la 
mayoría de los pacientes, por lo tanto, la infección se produce predominantemente en 
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los pulmones, aunque la difusión a prácticamente cualquier órgano se produce en las 
personas más inmunocomprometidas [244]. 
 
Es notable que, a pesar de esta constante exposición, la mayoría de los humanos no 
desarrolla ninguna infección atribuible a A. fumigatus y no hay pruebas de inmunidad 
adquirida mediada por anticuerpos o por células. Esto sugiere que, para los seres 
humanos más sanos, la inmunidad innata es suficiente para eliminar el organismo antes 
de que la inmunidad adquirida se active [245]. Sin embargo, la alta frecuencia de 
infecciones de A. fumigatus en individuos inmunocomprometidos, con alterada o 
debilitada respuesta inmune, sugiere que este hongo saprófito tiene atributos únicos 
entre las especies de Aspergillus, convirtiéndose así en un eficaz patógeno oportunista. 
Varias características fisiológicas y morfológicas de A. fumigatus han sido hipotetizadas 
o demostradas por estar involucradas en la patogénesis fúngica. Estas incluyen 
crecimiento termotolerante, tasa de crecimiento rápido, tamaño y morfología conidial, y 
producción de metabolitos secundarios inmunosupresores y proteasas que degradan la 
pared de las células [246, 247]. 
 
Entre las especies patogénicas de Aspergillus, A. fumigatus es el principal agente 
causal de la micosis pulmonar conocida como aspergilosis. La aspergilosis puede 
considerarse como un amplio espectro de infecciones, cada una relacionada con un 
espectro de respuesta inmune anormal del huésped [248]. En individuos con una 
alterada función pulmonar, como los pacientes con asma y fibrosis quística, Aspergillus 
puede causar aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), una respuesta de 
hipersensibilidad a los componentes fúngicos. Aspergilomas no invasivos pueden 
formarse después de una repetida exposición a las conidias y dirigirse a cavidades 
pulmonares preexistentes tales como lesiones cicatrizadas en pacientes con tuberculosis 
[238]. 
 
 
2.3- Aspergilosis invasiva. 
 
La aspergilosis invasiva (AI) es quizás la más devastadora de las enfermedades 
relacionadas con Aspergillus, centrada en pacientes severamente 
inmunocomprometidos. Las personas con mayor riesgo de padecer esta infección que 
amenaza la vida son [243]:  
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 Receptores de transplante de medula ósea (BMT) alogénico con neutropenia 
prolongada o en tratamiento con corticosteroides para la enfermedad injerto contra 
huésped (GVH).  
 
 Receptores de BMT autólogo o trasplante de órganos sólidos que han sido 
neutropénicos durante 2 semanas.  
 
 Pacientes con leucemia aguda y linfomas sometidos a quimioterapia intensa.  
 
 Pacientes con anemia aplásica y neutropenia prolongada no inducida 
químicamente.  
 
 Pacientes con aspergilosis previamente documentada sometidos a un nuevo 
régimen de quimioterapia o trasplante de médula ósea.  
 
 Pacientes con déficit funcional de neutrófilos como los que se observan en la 
enfermedad granulomatosa crónica (CGD).  
 
 Pacientes con avanzada enfermedad del virus de la inmunodeficiencia humana.  
 
 
Los factores que predisponen para el desarrollo de la AI en pacientes 
inmunocomprometidos son múltiples. Ellos incluyen neutropenia, granulocitopenia, 
enfermedades crónicas subyacentes y los tratamientos con corticoides, antibióticos de 
amplio espectro y fármacos citotóxicos [237]. 
 
Cuatro tipos de AI han sido descritos: 1) aspergilosis pulmonar aguda o crónica, la 
forma más común de IA; 2) traqueobronquitis y la enfermedad bronquial obstructiva 
con diversos grados de invasión de la mucosa y el cartílago, así como la formación de 
pseudomembranas, visto predominantemente en pacientes con SIDA; 3) rinosinusitis 
invasiva aguda; y 4) enfermedad diseminada afectando comúnmente al cerebro y otros 
órganos (piel, riñones, corazón y ojos) [243]. 
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2.4- Mecanismo de infección. 
 
El ciclo de vida infeccioso de A. fumigatus comienza con la producción de conidias, 
las cuales se dispersan fácilmente en el aire, asegurando así su ubicuidad tanto en 
ambientes abiertos como cerrados. Para la mayoría de los pacientes, la puerta principal 
de entrada y sitio de infección es el tracto respiratorio por inhalación de estas conidias 
en el aire, seguido por la deposición de estas en los bronquiolos o espacios alveolares 
[249]. Aunque otros sitios de infección se han descrito en huéspedes normales o 
inmunocomprometidos como la piel, el peritoneo, los riñones, los huesos, los ojos y el 
tracto gastrointestinal [243]. 
 
La defensa contra las conidias inhaladas empieza en las barreras físicas de las vías 
respiratorias (Fig. 2.2). Estas incluyen los cornetes nasales y el patrón de ramificación 
del árbol bronquial, lo cual resulta en un flujo de aire altamente turbulento que deposita 
la mayoría de las partículas inhaladas contra el fluido de superficie de las vías 
respiratorias, permitiendo su eliminación por la acción ciliar del epitelio respiratorio. 
Esto constituye un importante mecanismo de defensa antimicrobiana en los pulmones 
[250]. Las células del epitelio bronquial tienen receptores de dectina-1 (CLR) que 
pueden reconocer el (1-3)-β-D-glucano en la superficie de las conidias, activando así la 
producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), de péptidos antimicrobianos y 
citoquinas como parte de la respuesta inmune inicial [251]. 
 
El fluido pulmonar que recubre las mucosas aéreas está compuesto de moco, 
proteínas, lípidos, iones, agua, y otras secreciones celulares que contribuyen a la 
depuración mucociliar de partículas o patógenos inhalados. Dentro de este complejo 
fluido también están los PRRs opsónicos que engloban a los patógenos inhalados y 
contribuyen a la defensa del huésped. Entre estas proteínas, destacan la colectina MBL 
y las proteínas surfactantes SP-A y SP-D [238]. Sin embargo, el pequeño tamaño de las 
conidias permite que algunas de las esporas inhaladas eviten los mecanismos de defensa 
y lleguen a la zona respiratoria del pulmón, más allá del epitelio ciliado [240]. 
 
En individuos sanos, las conidias que no son eliminadas por la depuración 
mucociliar se topan con células epiteliales y macrófagos alveolares, los fagocitos 
residentes primarios del pulmón. Los macrófagos alveolares son los principales 
responsables de la fagocitosis y la destrucción de las conidias, así como de iniciar una 
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respuesta proinflamatoria que recluta neutrófilos al sitio de infección. Las conidias que 
evaden a los macrófagos y germinan se convierten en el objetivo de neutrófilos 
infiltrados que son capaces de destruir las hifas [252]. Coincidiendo con esto, las 
conidias crecen a las 4-5 horas de llegar a los pulmones y, si no se eliminan, germinan y 
forman hifas a las 12-15 horas [239]. 
 
La virulencia de A. fumigatus es un rasgo poligénico. Los factores poligénicos que 
influyen en el tamaño de las conidias, la tasa de germinación y la resistencia de las 
conidias a los mecanismos de defensa del huésped probablemente dan forma a la 
evolución de la infección en huéspedes permisivos [240]. La maduración de las 
conidias desencadena un profundo cambio morfológico que implica la pérdida de la 
capa hidrofóbica proteica y la exposición de la pared celular interna. Esta pared celular 
se compone principalmente de polisacáridos como β-glucano, manano, quitina y 
galactomanano [239]. Una vez que las conidias han germinado, los factores que 
influyen en la tasa de crecimiento de las hifas, la resistencia a mecanismos de 
eliminación, invasión y diseminación de tejidos, y la producción de metabolitos 
secundarios tienen el potencial de influir en la patogénesis [240]. La colonización del 
tracto respiratorio es seguida por la proliferación endobronquial y ulceración bronquial. 
El hongo puede extenderse al parénquima pulmonar, resultando en una 
bronconeumonía necrotizante, neumonía lobar o infarto hemorrágico [237]. Si el 
organismo no ha sido eliminado, la presentación del antígeno y expansión clonal de 
células T específicas para A. fumigatus a lo largo de los días siguientes dan lugar a la 
iniciación de la inmunidad adaptativa contra el organismo [239]. 
 
A. fumigatus también puede diseminarse a través del pulmón y el torrente 
sanguíneo a otros órganos. Las hifas en crecimiento que escapan de las defensas del 
huésped pueden invadir las células endoteliales que recubren los vasos sanguíneos para 
obtener acceso a la vasculatura. Angioinvasión es comúnmente asociada con 
neutropenia, ya que la bajada en el número de neutrófilos impide eliminar las hifas y el 
control del crecimiento fúngico. La invasión por parte de las hifas se produce desde el 
lado abluminal hacia el lado luminal de las células endoteliales, induciendo la 
activación de estas. Durante este proceso, fragmentos de hifas pueden desprenderse en 
el torrente sanguíneo e invadir el endotelio en otros sitios, lo que resulta en la 
diseminación hematógena de la enfermedad [253]. 
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En cualquier caso, hay dos consecuencias principales de esta angioinvasión. En 
primer lugar, resulta en una hemorragia pulmonar y trombosis vascular en el sitio de la 
infección inicial. La trombosis de la vasculatura pulmonar conduce a la infartación del 
tejido, lo cual permite a los hongos crecer sin control en el centro de estas regiones 
infartadas, ya que hay poca presencia de leucocitos así como de agentes antifúngicos en 
estas áreas. En segundo lugar, la angioinvasión es el mecanismo por el cual los 
organismos difunden a través de la corriente sanguínea a otros órganos, un proceso que 
está asociado con un mal pronóstico [254]. 
 
 
Fig. 2.2. Ciclo de infección de A. fumigatus. Aspergillus es ubicuo en el ambiente y la 
reproducción asexual conduce a la producción de conidias en el aire. La inhalación por 
pacientes inmunocomprometidos resulta en el establecimiento de conidias en los pulmones, 
germinación, y/o control fúngico mediado por PMNs con significante inflamación (terapia con 
corticosteroides) o descontrol del crecimiento de hifas con ausencia de infiltración de PMNs y, 
en casos graves, diseminación (neutropenia). 
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2.5- Diagnóstico. 
 
En los últimos años, se ha logrado un progreso considerable en el tratamiento de las 
infecciones bacterianas y víricas. Por el contrario, se ha avanzado poco en el 
tratamiento de las infecciones fúngicas, especialmente la AI. Esto es probablemente 
debido a la frecuente dificultad de obtener un diagnóstico fiable de aspergilosis en una 
etapa temprana de la infección y a la relativamente escasa eficacia del arsenal 
antifúngico actualmente disponible [255]. 
 
Un diagnóstico temprano de AI es de gran importancia porque el tratamiento 
temprano puede resolver esta infección potencialmente mortal. Desafortunadamente, a 
pesar de los intensos esfuerzos por parte de muchos investigadores, el diagnóstico de AI 
sigue siendo difícil hoy en día, sobre todo cuando está en las primeras etapas [256]. Al 
igual que con otras formas de aspergilosis, los síntomas generales de AI son variables e 
inespecíficos (fiebre, sibilancias, dolor de pecho, tos, malestar general, pérdida de peso 
y disnea). La presencia de fiebre > 38,5ºC que no responde a la terapia antibacteriana, 
previamente reconocida como el sello distintivo para iniciar el tratamiento antifúngico, 
ya no es aplicable porque los pacientes tratados con corticosteroides en riesgo de AI 
frecuentemente no presentan temperaturas elevadas. No se ha alcanzado un consenso en 
relación con los criterios diagnósticos más adecuados para AI. De hecho, para 
demostrar AI, se deben proporcionar evidencias histopatológicas de crecimiento 
micelial en el tejido. Desafortunadamente, esto es más a menudo demostrado sólo por 
autopsia [243]. 
 
El retraso sustancial en el establecimiento de un diagnóstico temprano sigue siendo 
el principal obstáculo para el éxito del tratamiento de AI. El uso de cultivos o el examen 
microscópico de muestras de las vías respiratorias ha sido criticado debido a la 
presencia de conidias en el aire y a la posibilidad de que un cultivo de muestra de 
positivo como resultado de una contaminación accidental [257]. Además, el cultivo de 
muestras del tracto respiratorio carece de sensibilidad, ya que solo un 8-34% de 
muestras de esputo y un 45-62% de muestras de lavados broncoalveolares son positivas 
para pacientes con AI. Los cultivos de sangre son positivos para menos del 50% de los 
pacientes con candidiasis hepatoesplénica y rara vez son positivos para los pacientes 
con AI. Asimismo, la detección de A. fumigatus a partir de cultivos a menudo se retrasa 
debido al crecimiento lento o ausente a partir de muestras clínicas [258]. Una 
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broncoscopia puede proporcionar una muestra adecuada para cultivo, ya que existe una 
tendencia a aceptar un cultivo positivo de sitios normalmente estériles como un 
diagnóstico definitivo de AI. Muestras de biopsia pulmonar percutánea o muestras 
aspiradas obtenidas con control radiológico o ultrasonido son las muestras preferibles. 
Sin embargo, ya que el paciente esta a menudo bastante debilitado, procedimientos 
invasivos en pacientes neutropénicos exigen una cuidadosa consideración y no se 
pueden repetir [243]. 
 
Una tomografía computarizada (CT) positiva puede ser la primera sugerencia 
definitiva de AI. La CT es más sensible que la radiografía y muestra la extensión y el 
número de lesiones. En las primeras etapas de la infección, la CT puede revelar signos 
específicos de una infección, como el típico “halo” resultante de una necrosis 
hemorrágica alrededor de una lesión fúngica o lesiones pleurales [259]. La señal del 
halo, sin embargo, está documentada en el 33-60% de los pacientes y es de corta 
duración. Para que sea útil en el diagnóstico de AI, la CT se debe realizar a los 5 días de 
la aparición de la infección, ya que el 75% de los halos iniciales desaparecen a la 
semana. El signo de media luna de aire no aparece hasta la tercera semana de la 
enfermedad y su aparición puede retrasarse demasiado para ser útil en el diagnóstico de 
AI [260]. 
 
Debido a la dificultad de establecer un diagnóstico de AI, la Organización Europea 
para la Investigación y Tratamiento del Cáncer (EORTC) y el Grupo de Estudio de 
Micosis Americano (MSG) elaboraron unas recomendaciones diagnósticas para la 
infección fúngica invasiva. Estas recomendaciones establecen tres criterios de 
diagnóstico: infección probada, infección probable o infección posible [261, 262].  
 
 AI probada: Muestra histológica o citológica obtenida de una lesión pulmonar 
presente durante menos de 3 meses, en la que se observan hifas consistentes con 
Aspergillus y con evidencia de daño tisular, que se acompaña de alguno de los 
siguientes criterios:  
 
1) Cultivo positivo de Aspergillus spp. en una muestra de las vías aéreas 
inferiores.  
 
2) Test sérico de antígeno/anticuerpo positivo para Aspergillus fumigatus. 
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3) Confirmación de que las hifas observadas son de Aspergillus por un método 
molecular, inmunológico y/o cultivo.  
 
 AI probable: Igual que la AI probada pero sin la confirmación de que el 
Aspergillus es el responsable (los puntos 1, 2 y 3 están ausentes), o pacientes 
inmunodeprimidos, generalmente debido al tratamiento con corticoides, con aumento 
reciente de la disnea, radiografía o CT sugestivas (< 3 meses) y uno de los siguientes 
criterios: 
  
1) Cultivo positivo y/o visualización microscópica de Aspergillus en las vías 
respiratorias inferiores. 
  
2) Anticuerpos en sangre positivos para Aspergillus.  
 
3) Dos tests consecutivos de galactomanano en sangre positivos.  
 
 AI posible: Pacientes inmunodeprimidos, generalmente debido al tratamiento 
con corticoides, con aumento reciente de la disnea, radiografía o CT sugestivas (< 3 
meses) pero sin cultivo positivo, visualización microscópica de Aspergillus en muestras 
de la vía aérea inferior, o serología.  
 
No obstante, dada su rápida progresión y gravedad, los médicos suelen tratar a los 
pacientes empíricamente en lugar de esperar a que el diagnóstico sea establecido. Por 
otra parte, esperar a que el diagnóstico sea confirmado somete al paciente a un mayor 
riesgo de AI intratable, ya que la carga fúngica podría alcanzar un nivel demasiado alto 
para la terapia antifúngica [243]. Por esta razón, el establecimiento de criterios precisos 
de diagnóstico durante los primeros síntomas de AI llevaría a un mejor resultado, ya 
que diversos estudios en los últimos 10 años han demostrado que la reducción del 
tiempo para obtener un diagnóstico definitivo está asociado con un mejor pronóstico 
[263]. 
 
 
2.6- Test serológicos. 
 
En los últimos años, se han realizado grandes esfuerzos en la identificación de 
marcadores no invasivos para un diagnóstico rápido y fiable de AI [257]. Las 
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propiedades antigénicas de extractos de A. fumigatus han sido reconocidos durante 
mucho tiempo y han servido como base para el desarrollo temprano de ensayos 
inmunológicos utilizados en el diagnóstico serológico de aspergilosis [243]. 
Anticuerpos circulantes contra A. fumigatus se pueden detectar fácilmente en pacientes 
inmunocompetentes, pero la detección de anticuerpos puede ser limitada cuando los 
pacientes están inmunodeprimidos y/o fuertemente colonizados pero no infectados dada 
la pobre respuesta de anticuerpos en estos pacientes [264]. Además, varios métodos 
moleculares han sido desarrollados para explorar la diversidad genética de A. fumigatus 
[265]. Sin embargo, pruebas basadas en la identificación de antígenos fúngicos o 
metabolitos liberados a la circulación son potencialmente las más prometedoras [257] 
(Tabla 2.1). 
 
Test Diana Ventajas Desventajas Ref 
Real-time PCR DNA Especificidad y 
sensibilidad 
Falsos positivos, 
reproducibilidad entre 
laboratorios 
[266] 
RTi-NASBA mRNA Sensibilidad, tiempo, fácil de realizar y cuantitativa 
Baja especificidad, 
integridad RNA [267] 
ELISA 
convencional Anticuerpos 
Detecta y cuantifica IgG, 
especificidad Baja sensibilidad [237] 
Aspergillus 
PLATELIA 
Galacto-
manano 
Especificidad, bajo coste 
y tiempo 
Falsos positivos, baja 
sensibilidad, presencia 
transitoria en sangre 
[268] 
ELISA (1-3)-β-D-
Glucano (BDG) 
(1–3)-β-D- 
glucano Especificidad 
Resultados positivos 
solo en estados 
avanzados, baja 
sensibilidad 
[269] 
Inmunoblot 
Anticuerpos y 
antígenos de 
Aspergillus 
Revela características 
adicionales de los 
antígenos 
Demasiado exigente 
técnicamente y tedioso 
para el uso rutinario 
en hospitales 
[237] 
Polimorfismo de 
longitud de 
fragmentos de 
restricción (RFLP) 
DNA 
Alta sensibilidad, 
reproducibilidad, 
especificidad, alto grado 
de poder discriminatorio 
Tedioso, laborioso, 
patrones pueden ser 
difíciles de interpretar 
[270] 
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Dispositivo de 
flujo lateral (LFD) 
Glicoproteínas 
N-ligadas 
Barato, rápido, no 
requiere equipo costoso o 
amplias instalaciones, no 
falsos positivos 
Solo cualitativo, se 
basa en el operador 
para hacer una 
evaluación positiva 
[271] 
Amplificación 
aleatoria de DNA 
polimórfico 
(RAPD) 
DNA 
Simplicidad, equipo 
barato, rápido, capacidad 
de analizar numerosas 
muestras 
Patrones difíciles de 
repetir o interpretar, 
baja reproducibilidad, 
no especifico 
[265] 
Tipificación 
multilocus de 
secuencias 
(MLST) 
DNA 
Proporciona datos de 
secuenciación sin 
ambigüedades que pueden 
ser fácilmente archivados, 
compartidos entre varios 
laboratorios y/o 
almacenados en una base 
de datos en línea 
Requiere 
entrenamiento, mucho 
tiempo, alto coste 
[272] 
Polimorfismos de 
la longitud de 
microsatélites 
(MLP) 
DNA 
Reproducibilidad, 
especificidad, rapidez, 
fiabilidad, datos 
informatizables 
Alto coste [270] 
Primers de 
secuencias 
específicas 
(SSDP) 
DNA 
Reproducibilidad, 
especificidad, fácil de 
interpretar 
Alto coste [273] 
Marcadores de 
microsatélites 
polimórficos 
(PMM) 
DNA 
Fácil de interpretar, 
especificidad, datos 
computerizables 
Equipos y software 
para el análisis 
sofisticado y costoso 
[273] 
 
Tabla 2.1. Diferentes técnicas utilizadas a lo largo de los años para detectar una infección 
por A. fumigatus. 
 
 
2.6.1- Test de ELISA Aspergillus PLATELIA. 
 
El galactomanano es un componente polisacárido de la pared celular de Aspergillus 
spp. que se libera en la circulación en cantidades variables durante la aspergilosis 
invasiva [274]. La detección de galactomanano por el enzimoinmunoensayo 
Aspergillus Platelia ha demostrado ser una herramienta potencialmente prometedora 
para el diagnóstico precoz de la AI.  
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Aspergillus Platelia es un ensayo inmunoenzimático de tipo sándwich de una sola 
etapa en microplacas, el cual detecta galactomanano en suero humano. El ensayo utiliza 
el anticuerpo monoclonal de rata EBA-2, que está dirigido contra el galactomanano de 
Aspergillus. El anticuerpo monoclonal se utiliza para recubrir los pocillos de la 
microplaca y unir al antígeno, y como anticuerpo detector es el mismo anticuerpo pero 
conjugado con la enzima peroxidasa (Fig. 2.3). 
 
En este método, las muestras de suero se tratan por calor en presencia de EDTA con 
el fin de disociar inmunocomplejos y para precipitar las proteínas del suero que 
posiblemente podrían interferir con el test. Las muestras de suero tratadas y el 
anticuerpo conjugado con peroxidasa se añaden a los pocillos recubiertos con el 
anticuerpo monoclonal y se incuban. Un complejo anticuerpo-galactomanano-
anticuerpo/peroxidasa se forma en presencia del antígeno de Aspergillus. Los pocillos 
se lavan para eliminar cualquier material no unido. A continuación, se añade la solución 
de sustrato, que reaccionará con los complejos unidos al pocillo para formar una 
reacción de color azul. La reacción enzimática se detiene mediante la adición de ácido, 
que cambia el color de azul a amarillo. La absorbancia óptica de muestras y controles se 
determina con un espectrofotómetro fijado en 450 y 620/630 nm de longitud de onda. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.3. Esquema de la detección de galactomanano mediante Platelia Aspergillus EIA.  
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Sin embargo, este sistema presenta varios inconvenientes: 
 
 Ciertos antibióticos pueden causar falsos positivos. El mayor problema ha sido 
en pacientes que reciben piperacilina-tazobactam, amoxicilina o amoxicilina-ácido 
clavulánico, todos los productos de fermentación de Penicillium spp. [275]. Más 
recientemente, se ha descrito que la administración intravenosa de la solución de 
electrolito, Plasmalyte, también causa falsos positivos [276]. Además, el tratamiento 
con fármacos antifúngicos con actividad contra Aspergillus reduce la sensibilidad de la 
prueba. 
 
 Contaminación de la muestra de sangre con algodón, contaminación de los 
tubos de microcentrífuga con cartón [277], alimentación enteral con proteínas de soja 
[278] y la posible colonización gastrointestinal con Bifidobacterium [279] explica la 
mayor tasa de falsos positivos en niños muy pequeños [280]. 
 
 Resultados positivos pueden ocurrir en pacientes infectados con hongos que 
contienen una reacción cruzada con galactomanano. El anticuerpo monoclonal utilizado 
reacciona con β-(1→5) glucopiranosa en el galactomanano de Penicillium, 
Paecilomyces, Alternaria, Trychophyton, Botrytis, Wallemia y Cladosporium [281], 
todo lo cual podría dar un resultado positivo en el ensayo. Falsos positivos también se 
han observado en aproximadamente la mitad de muestras de pacientes con 
histoplasmosis, criptococosis y con infecciones de Geotrichum, y Neosartorya [282-
285].  
 
 La mayor concentración de galactomanano siempre se libera en las fases 
terminales de la enfermedad. 
 
 En el caso de los ELISA tipo sándwich, los anticuerpos de captura son 
inmovilizados con un tampón de recubrimiento por adsorción. Normalmente sólo el 2-
8% de los anticuerpos inmovilizados tienen una buena orientación y son 
funcionalmente activos (pueden unirse al analito). Las razones de este bajo porcentaje 
son cambios en la orientación y la conformación estérica debido a efectos de superficie 
durante la inmovilización lo cual, afecta notoriamente a su sensibilidad. 
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2.7- Gliotoxina. 
 
Los hongos son capaces de metabolizar y producir una amplia gama de compuestos 
orgánicos desde simples a muy complejos denominados metabolitos secundarios. La 
mayoría de ellos presentan ciertas actividades biológicas. Sin embargo, una 
característica específica es la producción de toxinas. Las micotoxinas son productos 
metabólicos secundarios no volátiles y con peso molecular relativamente bajo que 
pueden afectar a vertebrados expuestos de varias maneras. Por el contrario, otros 
metabolitos como penicilinas, que sólo (o principalmente) afectan a procariotas u otros 
eucariotas, son en general no clasificadas como micotoxinas [286]. Las micotoxinas son 
consideradas metabolitos secundarios porque no son necesarios para el crecimiento y 
simplemente son productos de un proceso metabólico primario. Estas toxinas a menudo 
tienen actividades biológicas importantes. Por ejemplo, metabolitos secundarios 
fúngicos frecuentemente tienen actividad antimicrobiana, y se cree que su producción 
es una adaptación que permite a los hongos competir con otros microorganismos en sus 
nichos ecológicos. También pueden tener actividad cancerígena, vasoactiva o causar 
daños en el sistema nervioso central. A menudo, una sola micotoxina puede causar más 
de un tipo de efecto tóxico [287, 288]. 
 
Como en el caso de otros hongos, A. fumigatus produce una serie de metabolitos 
secundarios que son tóxicos para los seres humanos y los animales. Muchas 
micotoxinas actúan como factores de virulencia mediante la alteración de los sistemas 
de defensa del huésped y por esta actividad inmunosupresora, ayuda a los hongos a 
invadir los tejidos del huésped. La micotoxina más abundante producida por A. 
fumigatus es la gliotoxina (GT), un metabolito hidrofóbico, el cual pertenece a la clase 
de compuestos epipolitiodioxopiperazinas, caracterizadas por la presencia de un motivo 
quinoide y un puente disulfuro a través de un anillo de piperazina [289] (Fig. 2.4). Esta 
micotoxina ha recibido considerable atención durante más de 2 décadas como un factor 
de virulencia putativo basado en las siguientes observaciones: 
 
 Hasta el 93% de cepas de A. fumigatus recuperadas de pacientes con cáncer con 
AI producen gliotoxina en comparación con menos del 20% de las cepas ambientales 
[290]. 
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 A. fumigatus es el productor más prolífico de gliotoxina entre las especies 
patógenas de Aspergillus evaluadas, lo que sugiere un vínculo entre la producción de 
gliotoxina y la patogénesis de dicha especie [238]. 
 
 Estudios de función de la gliotoxina in vitro han identificado múltiples 
actividades inmunosupresoras incluyendo la inhibición de la fagocitosis en macrófagos, 
estimulación linfocítica mediada por antígeno, actividad citotóxica de células T y 
producción de IFN-γ por los linfocitos CD4+. También es capaz de inducir apoptosis en 
macrófagos, linfocitos periféricos y timocitos. El mecanismo de inducción de apoptosis 
incluye inducción de muerte celular mediada por TNF, activación de caspasa-3 y ROS, 
inhibición de la activación de NF-κB, y activación de Bak, que a su vez activa la 
producción de ROS, la formación de poros en la mitocondria y la muerte celular [291, 
292]. 
 
 La gliotoxina inhibe la actividad de la oxidasa NADPH responsable de la 
explosión oxidativa de los neutrófilos. La inhibición de NADPH suprime la producción 
de ROS y deteriora la capacidad fagocítica de los neutrófilos, lo que reduce su actividad 
micobicida, el movimiento ciliar de las células epiteliales y conduce a daños en las 
células epiteliales [248]. 
 
 Ratones infectados con una cepa no productora de gliotoxina sobreviven más 
tiempo que los infectados con una productora de gliotoxina genéticamente no 
relacionada [293]. Por lo tanto, la gliotoxina ha sido sospechosa durante mucho tiempo 
de contribuir a la patogénesis de la aspergilosis invasiva [294]. 
 
 
A través de estas observaciones, la gliotoxina se ha convertido en uno de los 
principales factores de virulencia de A. fumigatus. Es secretada en el estado de hifa del 
hongo y por lo tanto crucial para la invasión pulmonar. El puente disulfuro que 
caracteriza a la gliotoxina es el responsable de la amplia gama de actividades biológicas 
de esta toxina. El puente disulfuro puede cambiar de estado redox, generando ROS que 
pueden dañar a las células del sistema inmune, y además puede formar enlaces 
disulfuro mixtos con proteínas que contienen residuos susceptibles de tiol [295]. La 
presencia del puente disulfuro es clave para la actividad biológica de la GT, y el 
bloqueo del enlace disulfuro por metilación produce la toxina inactiva 
bis(metil)gliotoxina (bmGT) [296] (Fig. 2.4). 
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Fig. 2.4. Estructura química de las micotoxinas de A. fumigatus gliotoxina y 
bis(metil)gliotoxina. 
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Este proyecto de tesis se ha dividido en dos grandes bloques, ambos encaminados al 
desarrollo de sistemas de detección. Uno para potenciales fármacos que bloquean la 
interacción ICAM-1/LFA-1 para el tratamiento de diversas enfermedades como la 
metástasis, enfermedades autoinmunes e inflamatorias, y otro para la detección 
temprana de la presencia de Aspergillus fumigatus en pacientes susceptibles de sufrir 
dicha infección.  
 
El desarrollo de dispositivos biosensores ha supuesto un importante avance 
tecnológico en el área de la medicina. En la sociedad en la que vivimos, cada vez se 
hace más necesario el desarrollo de dispositivos de análisis que sean baratos, portátiles, 
fiables, selectivos, de fácil manejo y que requieran de pocos microlitros de muestra para 
determinar un parámetro concreto. Puesto que una de las técnicas más utilizadas en la 
práctica clínica es el inmunoanálisis, los inmunobiosensores representan una 
herramienta de gran utilidad en este sector tanto para la detección temprana de la 
enfermedad como para el desarrollo de fármacos frente a dichas enfermedades. 
 
Las células que circulan por los sistemas vasculares de los organismos superiores, 
utilizan diversas estrategias para abandonar dichos sistemas cerrados por una estructura 
conocida como endotelio vascular. La principal es la interacción entre la proteína LFA-
1 (en la membrana de la célula sanguínea) y la inmunoglobulina ICAM-1 (en la 
membrana de las células del endotelio). De este modo, la pared endotelial se vuelve 
permeable y las células pueden llegar por ejemplo, al lugar de una infección. No 
obstante, este proceso fisiológico es utilizado también por las células de diferentes tipos 
de cáncer (leucemia, carcinomas, linfomas, etc.) para escapar del torrente sanguíneo y 
establecer nuevos tumores en otros órganos, es decir, para producir metástasis [29, 190, 
192].  
 
A pesar de los avances en la investigación clínica, la formación de lesiones 
metastásicas sigue siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad relacionada con 
cáncer con una tasa de supervivencia deplorable [297]. Dados los pasos secuenciales 
del proceso metastásico, muchas moléculas de adhesión están implicadas directa o 
indirectamente en la selectividad del órgano para la diseminación del tumor. Por lo 
tanto, parece plausible que al interferir o modular estas interacciones adhesivas, se 
podría bloquear o suprimir la metástasis por vía sanguínea [298]. De hecho, el potencial 
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de las moléculas de adhesión como diana para controlar la metástasis del cáncer ha sido 
recientemente el centro de atención [299].  
 
Aunque se han desarrollado diferentes fármacos que intentan bloquear la 
interacción ICAM-1/LFA-1, todavía no se dispone de ningún dispositivo eficaz que 
permita analizar y seleccionar nuevos inhibidores de dicha interacción a partir de 
grandes librerías de compuestos químicos sintéticos o naturales, High-throughput 
screening (HTS). Por ello, uno de los objetivos de este proyecto es establecer la 
metodología básica para el desarrollo de un biosensor de fluorescencia basado en la 
interacción ICAM-1/LFA-1, con el fin de encontrar nuevos fármacos que inhiban dicha 
interacción. 
 
A través de experimentos in vitro bloqueando ICAM-1 o LFA-1 mediante el uso de 
diferentes anticuerpos monoclonales bloqueantes en varios tipos de metástasis, se 
redujo significativamente la eficacia del reclutamiento, indicando que el mecanismo de 
unión ICAM-1/LFA-1 está implicado [197]. No obstante, la utilización de anticuerpos 
presenta muchos inconvenientes (sección 1.6.1). Como alternativa, moléculas pequeñas 
inhibitorias de LFA-1/ICAM-1 (por ejemplo, péptidos y peptidomiméticos) pueden 
tener algunas ventajas sobre los anticuerpos: las moléculas pequeñas podrían ser 
entregadas por vía oral, son relativamente baratas de fabricar y más fáciles de formular 
en comparación con los anticuerpos [300]. Péptidos cíclicos y lineales derivados de 
ICAM-1 y LFA-1 han demostrado inhibir la adhesión de células T mediada por ICAM-
1/LFA-1. Los péptidos derivados del dominio 1 de ICAM-1 pueden unirse a LFA-1 en 
la superficie de las células T para inhibir la adhesión. De manera similar, péptidos 
derivados de las subunidades α y β de LFA-1 pueden unirse a ICAM-1 e inhibir la 
adhesión de células T [301]. Sin embargo, muchas de estas pequeñas moléculas no han 
alcanzado todavía con éxito su uso en la aplicación clínica. Esto puede ser debido a una 
falta de comprensión de los mecanismos de acción de estas moléculas in vivo [302]. 
 
La mortalidad debida a la AI ha aumentado un 357% durante los últimos 25 años. 
La AI se ha convertido en una de las principales causas de muerte en pacientes 
inmunocomprometidos, con tasas de mortalidad que van desde el 60% al 90%. Aunque 
la AI puede ser causada por varios miembros del género Aspergillus, A. fumigatus sigue 
siendo el organismo causal más prevalente [303]. Esto parece ser debido a una 
respuesta inmune debilitada, a la virulencia del microorganismo propiamente dicho y 
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también, a las demoras en el establecimiento de un diagnóstico específico, lo cual puede 
impedir el éxito de los tratamientos [304]. Además, la construcción del hospital 
(incluyendo la renovación del interior) es un factor de riesgo bien reconocido para la 
AI. Grandes esfuerzos deberían realizarse para prevenir la transmisión aérea de 
Aspergillus desde los sitios de construcción a la localización de los pacientes 
inmunodeprimidos mediante el uso de barreras físicas. Asimismo, se ha demostrado que 
los sistemas de filtración de aire a través de filtros HEPA para unidades tales como el 
trasplante de médula ósea reduce la aparición de aspergilosis invasiva [305]. 
 
Aunque los datos clínicos y radiológicos son de gran ayuda, el diagnóstico de AI 
debe ser establecido mediante la combinación de datos histológicos (visualización de 
hifas compatibles con las de Aspergillus) y microbiológicos (visualización de hifas en 
el examen en fresco y aislamiento de Aspergillus en cultivo), dado que ninguno de ellos 
puede, por sí sólo, asegurar el diagnóstico. Sin embargo, en ocasiones no es posible 
obtener una muestra ya que éstas normalmente se obtienen mediante técnicas agresivas 
para el paciente (fibrobroncoscopias, biopsias, punciones, etc.) y el diagnóstico debe 
basarse solamente en los datos microbiológicos y en las manifestaciones clínicas. Esto 
provoca que se detecte la infección en una etapa irreversible o que se confirme la 
infección por autopsia [261, 262]. 
 
Actualmente, existen métodos serológicos para determinar la presencia de A. 
fumigatus y la técnica utilizada en los hospitales para la determinación de la infección 
fúngica es mediante la detección de galactomanano en suero en combinación con 
radiografías de tórax y tomografías. Sin embargo, aunque este método tiene una gran 
especificidad, su sensibilidad no es muy alta, debido al rápido aclaramiento de los 
antígenos del suero, que hace necesario un seguimiento prospectivo y seriado de los 
pacientes. Además, puede generar falsos positivos en algunos pacientes [274].  
 
La molécula gliotoxina es un metabolito secundario producido por A. fumigatus. 
Las características tóxicas e inmunosupresoras de la gliotoxina hacia las células 
efectoras inmunitarias del huésped implican un papel importante de este compuesto en 
la patogenicidad del hongo. En consecuencia, la gliotoxina ha demostrado ser producida 
durante el proceso de infección y fue detectada en los pulmones y en el suero de ratones 
y humanos infectados con A. fumigatus [291]. Por lo tanto, la gliotoxina puede ser un 
marcador potencial para el diagnóstico de AI. Sin embargo, la gliotoxina rápidamente 
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llega a estar asociada a las células durante la incubación in vitro de sobrenadantes 
fúngicos con una variedad de tipos de células, implicando que la gliotoxina 
biológicamente activa también puede llegar a estar asociada a la célula in vivo y ser 
removida de los fluidos corporales por tejidos adyacentes y células circulantes y por lo 
tanto, puede no ser detectable [296, 306].  
 
Por el contrario, un derivado de la gliotoxina, la bis(metil)gliotoxina (bmGT), la 
cual también es producida por A. fumigatus, no es tóxica ni absorbida por las células. 
Además, se detecta fácilmente en aspergilosis experimental y en suero de pacientes con 
AI [296]. Asimismo, se han proporcionado evidencias experimentales para el uso de 
micotoxinas producidas por Aspergillus como marcadores para detectar la presencia de 
hongos. Esto se ha aplicado para detectar el deterioro de alimentos e infecciones 
fúngicas en tejidos de animales y humanos [291, 307]. Por lo tanto, estas evidencias 
sugieren que la molécula bmGT se produce durante las primeras etapas de la AI y 
podría tratarse de un mejor marcador a priori de la presencia de A. fumigatus [296].  
 
Teniendo en cuenta la importancia y severidad de estas patologías, resultaría de 
gran utilidad y un gran avance en la investigación médica, detectar lo antes posible la 
infección generada por Aspergillus fumigatus y favorecer la búsqueda de fármacos con 
potencial para retrasar la progresión de enfermedades autoinmunes, inflamación y el 
desarrollo metastásico. Por ello, en esta tesis se plantearon dos objetivos principales 
divididos en varios subobjetivos: 
 
 
1- Análisis de la interacción ICAM-1/LFA-1. 
 
Objetivos: 
 
1- Sobreexpresión y optimización de las condiciones para la purificación de las 
proteínas recombinantes de ICAM-1 formadas por los dos primeros dominios 
extracelulares de inmunglobulina de ICAM-1 humana (D1D2) y acoplada a una región 
Fc procedente de una inmunoglobulina humana en el extremo C-terminal (D1D2Fc) en 
distintos modelos de expresión: 
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1.1- En las bacterias Escherichia coli. 
1.2- En las levaduras Pichia pastoris. 
1.3- En las células HEK 293T. 
 
2- Analizar la integridad y conformación estructural de las proteínas obtenidas: 
 
2.1- Mediante revelado por inmunoblot y tinción con plata. 
2.2- Mediante ensayos de dicroísmo circular.  
2.3- Mediante ensayos de fluorescencia intrínseca de triptófanos. 
2.4- Mediante ensayos de RMN. 
 
3- Evaluar la afinidad de estas proteínas por los inhibidores peptídicos: 
 
3.1- Mediante ensayos de calorimetría.  
3.2- Mediante ensayos de resonancia de plasmón superficial. 
 
4- Analizar la actividad de D1D2 y D1D2Fc sobre la función de diferentes tipos 
celulares del sistema inmune: 
 
4.1- Linfocitos T y B humanos. 
4.2- Monocitos/macrófagos humanos. 
4.3- Ensayos de citotoxicidad mediados por células NK humanas. 
 
5- Generación de un biosensor basado en FRET y en SPR para la detección de 
fármacos contra la metástasis, enfermedades autoinmunes e inflamación. 
 
6- Análisis de la actividad de los péptidos inhibidores en modelos celulares: 
 
6.1- Agregación de linfocitos B humanos transformados. 
6.2- Citotoxicidad mediada por células NK humanas. 
 
7- Análisis de la reactividad cruzada en la interacción ICAM-1/LFA-1 entre las 
especies humana y ratón mediante calorimetría y bioensayos de: 
 
7.1- Unión a linfocitos T de ratón. 
7.2- Unión a macrófagos de ratón. 
7.3- Agregación de esplenocitos de ratón. 
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7.4- Citotoxicidad mediada por células NK humanas. 
7.5- Citotoxicidad mediada por linfocitos T citotóxicos de ratón. 
 
 
2- Diagnóstico de aspergilosis invasiva. 
 
Objetivos: 
 
1- Producción del conjugado albúmina-bis(metil)gliotoxina y generación de un 
anticuerpo específico para bis(metil)gliotoxina. 
 
2- Optimización de las condiciones para el test ELISA. 
 
3- Comprobación de la estabilidad del test ELISA. 
 
4- Análisis de la sensibilidad del test ELISA. 
 
5- Comprobación de la especificidad del test ELISA mediante análisis de 
muestras de suero de individuos y pacientes con riesgo de infección. 
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4.1- Preparación de medios y cultivos. 
 
4.1.1- Bacterias. 
 
Todas las manipulaciones con bacterias se realizaron con material estéril, medio 
autoclavado y dentro del área estéril creada por la llama de un mechero de alcohol.  
 
Para la producción de las dos versiones de ICAM-1 recombinante humano, D1D2 y 
D1D2Fc, se han utilizado las cepas de Escherichia coli BL21-CodonPlus y XL-1 Blue. 
 
El cultivo de estas cepas se realizó en los siguientes medios: 
 
 Medio líquido de enriquecimiento: LB (Luria Broth). 
 
    Triptona (Scharlab)   10 g/L 
    Extracto de levadura (Scharlab)  5 g/L 
    Cloruro de sodio (Panreac)  5 g/L      pH 7,4 
 
 Medio líquido de enriquecimiento: SOC (Super Optimal broth with Catabolite 
repression). 
 
    Triptona    20 g/L 
    Extracto de levadura    5 g/L 
    Cloruro de sodio   0,5 g/L 
    Sulfato de magnesio (Panreac)  1,2 g/L 
    Cloruro de magnesio (Panreac)  0,95 g/L   
    Glucosa (Panreac)   3,6 g/L      pH 7,4  
 
 Medio líquido selectivo: LB con antibiótico: ampicilina (Roche diagnostics), 
kanamicina (Sigma) o zeocina (Invitrogen).  
 
 Medio sólido selectivo: placas de LB-agar con antibiótico: ampicilina, 
kanamicina o zeocina. 
 
    Plate Count Agar (Sigma)  17,5 g/L      pH 7,4 
 
Materiales y métodos  
80 
 Medio líquido para los experimentos de RMN: Medio mínimo pH 7 (sales y 
minerales Panreac, vitaminas Sigma). 
 
Sales Vitaminas Minerales 
Na2HPO4 (7 g/L)  Vit. B1 (50 mg/L)  FeCl3 (10 µM)  
KH2PO4 (3 g/L)  Vit. B2 (100 µg/L)  ZnSO4 (50 µM)  
NaCl (2,5 g/L)  Vit. B3 (50 mg/L)  CaCl2 (125 µM)  
K2HPO4 (10,5 g/L)  Vit. B5 (1 mg/L) MgCl2 (530 nM)  
MgSO4 (0,5 g/L)  Vit. B6 (1 mg/L)  FeCl2 (100 nM)  
D-glucosa (4 g/L)  Vit. B7 (1 mg/L)  MnCl2 (0,8 nM)  
15NH4Cl (1 g/L) Vit. B8 (1 mg/L)   CuCl2 (0,1 nM)  
 Vit. B9 (1 mg/L)  NaMoO4 (10 pM)  
  H3BO3 (4,2 nM) 
 
 
Una vez que se pesaron los componentes de cada medio de cultivo, se disolvieron 
en 1 L de agua destilada, se vertió la disolución en botellas de vidrio de 500 ml y se 
esterilizaron en un autoclave (Autestar Mod 4376, Selecta) durante 20-30 min. a 1,2 
atm de presión. Tras atemperarse, las botellas se almacenaron a 4ºC. 
 
Para la preparación de placas de LB-agar, se pesaron 17,5 g de Plate Count Agar y 
se disolvieron en 1 L de agua destilada. Se vertió la mezcla en botellas de vidrio de 500 
ml y se esterilizaron en un autoclave. Una vez atemperado, se le añadió el antibiótico de 
selección (ampicilina, kanamicina o zeocina) a 100 µg/ml, 30 µg/ml y 25 µg/ml 
respectivamente, se homogeneizó por agitación suave y se fue vertiendo sobre placas 
Petri (50 ml/placa). El medio se dejó solidificar con las placas semiabiertas bajo la 
campana de flujo durante 1-2 h. Una vez solidificado el LB-agar, las placas se 
precintaron con parafilm y se almacenaron a 4ºC. 
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En los medios selectivos añadimos ampicilina, kanamicina o zeocina según el gen 
de resistencia que le aportaba el plásmido a cada bacteria. La concentración utilizada 
para estos antibióticos fue la misma que para el caso de LB-agar.  
 
Para mantenerlas durante periodos largos de tiempo, se ha usado la congelación a 
bajas temperaturas (-80ºC) en glicerol estéril (Panreac). Para ello, se hizo un cultivo de 
las bacterias durante toda la noche en medio líquido LB a 37ºC y agitación, para 
diluirlas posteriormente en LB y dejarlas crecer durante 6 h. más. Una vez transcurrido 
este tiempo, se añadió a 500 µl del cultivo bacteriano 150 µl de glicerol (concentración 
final del glicerol 23%) y se homogenizó la mezcla mediante agitación en vórtex. Estas 
alícuotas se guardaron a -80ºC. 
 
 
4.1.2- Levaduras. 
 
Todas las manipulaciones con levaduras se realizaron con material estéril, medio 
autoclavado y dentro del área estéril creada por la llama de un mechero de alcohol. 
 
Se utilizaron las levaduras Pichia pastoris de la cepa X33 para la producción de 
ICAM-1 recombinante humano D1D2Fc. 
 
Los cultivos de esta cepa se realizaron en los siguientes medios: 
 
 Medio líquido de enriquecimiento: YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose).
  
 Peptona (Sigma)   2% 
    Extracto de levadura   1% 
    Dextrosa (Sigma)   2% pH 7 
 
 Medio líquido selectivo: YPD con antibiótico (zeocina 100 µg/ml). 
 
 Medio sólido selectivo: YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose with 
Sorbitol) placas de agar con antibiótico (zeocina 100 µg/ml). 
 
  Peptona    2% 
    Extracto de levadura    1% 
  Dextrosa    2% 
Materiales y métodos  
82 
    Sorbitol (Sigma)   1 M 
    Agar     2% pH 7 
 
 Medio líquido de enriquecimiento: BMGY (Buffered Glycerol-complex 
Medium). 
 
  Peptona    2% 
    Extracto de levadura   1% 
    Fosfato de potasio (Sigma)  100 mM 
    YNB (Yeast Nitrogen Base, Sigma) 1,34%  
    Glicerol    1% 
Biotina (Sigma)   4x10-5%  pH 6 
 
 Medio líquido de sobreexpresión: BMMY (Buffered Methanol-complex 
Medium). 
 
  Peptona    2% 
    Extracto de levadura   1% 
    Fosfato de potasio   100 mM   
  YNB (Sigma)     1,34%  
    Metanol    0,5%  
Biotina     4x10-5%  pH 6 
 
 
Una vez que se pesaron los componentes de cada medio de cultivo, se disolvieron 
en 1 L de agua destilada, se vertió la disolución en botellas de vidrio de 500 ml y se 
esterilizaron en un autoclave. Tras atemperarse, las botellas se almacenaron a 4ºC. 
 
Para la preparación de placas de agar YPDS, se pesaron los distintos componentes y 
se disolvieron en 1 L de agua destilada. Se vertió la mezcla en botellas de vidrio de 500 
ml y se esterilizaron en un autoclave. Una vez atemperado se le añadió zeocina a 100 
µg/ml, se homogeneizó por agitación suave y se fue vertiendo sobre placas Petri (50 
ml/placa). El medio se dejó solidificar con las placas semiabiertas bajo la campana de 
flujo durante 1-2 h. Una vez solidificado el medio, las placas se precintaron con 
parafilm y se almacenaron a 4ºC. 
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Para mantenerlas durante periodos largos de tiempo, se ha usado la congelación a 
bajas temperaturas (-80ºC) en glicerol estéril. Para ello se hizo un cultivo de las 
levaduras durante toda la noche en medio líquido YPD a 28ºC y agitación. Una vez 
transcurrido este tiempo, se recogieron las células y se suspendieron en YPD con 15% 
de glicerol a una OD600 final de 50 a 100 (aproximadamente de 2,5x109 a 5,0x109 
células/ml) y se homogenizó la mezcla mediante agitación en vórtex. Estas alícuotas se 
congelaron en nitrógeno líquido y se guardaron a -80ºC. 
 
 
4.2- Cultivos celulares. 
 
4.2.1- Mantenimiento de los cultivos celulares. 
 
En este trabajo se han empleado las siguientes líneas celulares:  
 
 La línea de linfoblastos de células B humano R69 transformadas con el virus de 
Epstein-Barr, cedida por el Dr. José A. López de Castro (CBM, Madrid). 
 
 La línea de fibroblastos embrionarios de riñón 293T, cedida por el Dr. Atanasio 
Pandiella (Centro de investigaciones del Cáncer, Salamanca). 
 
 La línea de leucemia linfoblástica aguda humana de células T Jurkat, clon E6-1, 
se obtuvo de la American Type Culture Collection (ATCC, USA). 
 
 La línea de leucemia mieloide crónica humana K562 se obtuvo de la American 
Type Culture Collection (ATCC, USA). 
 
 La línea de fibroblastos de ratón L929 de estirpe C3H (H-2k), cedida por el Dr. 
José Antonio Enríquez de la Universidad de Zaragoza. 
 
 La línea de linfoblastos de células T de ratón EL4 de origen C57BL6 se obtuvo 
de la American Type Culture Collection (ATCC, USA). 
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La líneas celulares Jurkat, K562, R69 y EL4 se cultivaron en medio RPMI 1640 
(GibcoTM, Invitrogen Corporation) suplementado con un 5% de suero fetal bovino 
(SFB, Sigma) en el caso de Jurkat, EL4 y K562 y un 10% para las células R69, 
glutamax (GibcoTM, Invitrogen Corporation) 2 mM y antibióticos (penicilina 100 U/ml 
y estreptomicina, 100 µg/ml, PAM Biotech). Las líneas HEK 293T y L929 se 
cultivaron en DMEM (GibcoTM, Invitrogen Corporation) suplementado con SFB 10%, 
glutamax 2 mM y antibióticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina, 100 µg/ml).  
 
Las células se cultivaron en un incubador termostatizado con regulación electrónica 
de flujo de CO2 (Heraeus Cell), a 37ºC, en aire saturado de humedad y con un 5% de 
CO2. Una vez alcanzadas las densidades de saturación en estas condiciones, se 
establecieron subcultivos derivados de los iniciales. Para ello, se determinó el número 
de células y su viabilidad (en azul tripán, Sigma) con ayuda de un hemocitómetro o 
cámara Neubauer al microscopio óptico (Nikon Eclipse 50i), se transfirieron a tubos 
estériles de fondo cónico y se centrifugaron a 400 xg durante 5 min. (Beckman Coulter 
Allegra X-15R, 20ºC). Finalmente, se eliminó el sobrenadante y se resembraron las 
células en medio fresco o se utilizaron para los diferentes experimentos. 
 
Todas las líneas celulares se cultivaron rutinariamente en frascos de cultivo de 25 o 
75 cm2 con tapón con filtro. En los frascos de 25 cm2 se realizaron cultivos de células 
en suspensión en un volumen de 10 a 15 ml y en los de 75 cm2 de 20 a 40 ml. En el 
caso de células adherentes, el volumen final no solía superar los 5 ml en frascos de 25 
cm2 y 15 ml en los de 75 cm2. En general, las células se sembraron a una densidad 
inicial de 5x104 células/ml. 
 
En el caso de las líneas celulares adherentes, las células se despegaron mediante 
incubación con tripsina/EDTA (PAM Biotech) a 37ºC durante 5 min. Transcurrido este 
tiempo, se añadieron 4 ml de medio con suero para inactivar la tripsina, se transfirieron 
las células a tubos de fondo cónico y se sometieron al proceso descrito anteriormente. 
 
Todas las manipulaciones con células se realizaron en campanas de flujo laminar 
vertical (Telstar) en condiciones estériles. El material usado en las mismas se esterilizó 
previamente en un autoclave. Todas las disoluciones añadidas a los cultivos celulares se 
esterilizaron usando filtros de 0,22 µm (PALL Life Sciences). 
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4.2.2- Congelación y descongelación de células.  
 
Las líneas celulares se almacenaron congeladas en nitrógeno líquido según el 
siguiente procedimiento: las células una vez cultivadas hasta alcanzar su densidad de 
saturación, se contaron y se centrifugaron a 600 xg durante 5 min. para finalmente 
eliminar el sobrenadante. Posteriormente, se resuspendieron en medio completo con un 
10% de DMSO (Sigma) a una densidad celular de 5-10x106 células/ml y se añadieron 
500 µl de esta suspensión celular sobre viales estériles de congelación (Nunc). 
Inmediatamente después, los viales se introdujeron rápidamente en un congelador a -
80ºC durante 24-72 h. Finalmente, se trasvasaron a un contenedor de nitrógeno líquido 
hasta el momento de su utilización.  
 
La descongelación de las células se realizó añadiendo poco a poco en los viales un 
pequeño volumen de medio hasta la descongelación total de las células. 
Inmediatamente después se añadió el contenido del vial sobre 10 ml del medio de 
cultivo correspondiente. A continuación, se centrifugaron a 600 xg durante 5 min. y se 
eliminó el sobrenadante. Finalmente, se resuspendieron las células en 5 ml de su medio 
de cultivo, se contaron, se determinó su viabilidad y se establecieron los cultivos 
celulares sembrando a una concentración doble de la habitual. Una vez que las células 
se hubieron recuperado del proceso de descongelación, se procedió a su cultivo en las 
condiciones descritas anteriormente. 
 
 
4.2.3- Contaje y determinación de la viabilidad celular.  
 
La determinación de la viabilidad celular se llevó a cabo mediante el contaje con 
azul tripán en una cámara Neubauer. Esta técnica se basa en que las células muertas, las 
cuales han perdido la integridad de su membrana, son permeables a dicho colorante y 
adquieren una tonalidad azulada, mientras que aquellas células que permanecen vivas 
manteniendo su membrana plasmática intacta, no incorporan el colorante.  
 
Para contar las células, se tomó una alícuota de la suspensión celular, 
homogeneizada previamente mediante agitación, y se mezcló con el mismo volumen de 
una disolución estéril de azul tripán 0,4% en NaCl 0,15 M. Esta mezcla se depositó 
sobre un hemocitómetro (cámara Neubauer) y se procedió a su contaje con un 
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microscopio óptico. Para determinar la densidad celular se contaron un número de 
cuadrantes completos de la cámara tal que se obtuvieran como mínimo 100 células 
totales (viables o no viables). La densidad celular se calculó como el número de células 
viables dividido por el número de cuadrantes contados y multiplicado por la dilución de 
la suspensión celular y por 104 (ajuste del tamaño de la cámara). La viabilidad celular se 
evaluó considerando el número de células no coloreadas (viables) respecto al número 
de células totales. Todos los experimentos se realizaron a partir de cultivos con una 
viabilidad celular de al menos un 90%. 
 
 
4.2.4- Determinación de la presencia de micoplasmas en los 
cultivos celulares. 
 
La detección de micoplasmas mediante PCR se realizó de modo rutinario en todas 
las células en cultivo. Para una detección óptima, se tomaron células que habían 
permanecido en cultivo al menos 48 h. antes de realizar el análisis. Como muestra, se 
tomó una pequeña cantidad de medio de cultivo de cada línea celular, se centrifugó y se 
recogió el sobrenadante. En caso de no analizarse en el momento, los sobrenadantes se 
conservaron a -20ºC hasta su análisis. Las secuencias de los oligonucleótidos usados 
como cebadores fueron: 
 
Mico A: 5’-GGCGAATGGGTGAGTAACACG-3’ 
Mico B: 5’-CGGATAACGCTTGCGACCTATG-3’ 
 
Como control negativo de la amplificación, se preparó la misma mezcla anterior 
sustituyendo el sobrenadante celular por H2O libre de DNasas y como control positivo 
se utilizó la propia bacteria o el sobrenadante de un cultivo celular contaminado testado 
con anterioridad. 
 
La amplificación se llevó a cabo en una mezcla de reacción que contenía por cada 
muestra: 
 
 5 µl de tampón de reacción 10X (Invitrogen Corporation). 
 1,5 µl de MgCl2 50 mM (Invitrogen Corporation). 
 2,5 µl de Mico A 10 µM. 
Materiales y métodos 
87 
 2,5 µl de Mico B 10 µM. 
 5 µl de dNTPs 2 mM (Invitrogen Corporation). 
 2 µl de sobrenadante. 
 0,2 µl de Taq polimerasa (Invitrogen Corporation). 
 31,3 µl de H2O libre de DNasas. 
 
 
La amplificación se realizó en un termociclador (Applied Biosystem) con el 
siguiente programa de PCR: 
 
1. Calentamiento inicial:  94ºC / 3’. 
2. Desnaturalización:   94ºC / 1’. 
3. Hibridación:   60ºC / 1’. 
4. Extensión:    72ºC / 1’ 30’’ 
5. Extensión:    72ºC / 5’. 
 
Los posibles productos de amplificación obtenidos se analizaron por electroforesis 
en un gel de agarosa al 1% (sección 4.4.3). En caso de resultado positivo apareció una 
banda de aproximadamente 500 pb.  
 
Las células contaminadas fueron o bien desechadas o bien sometidas a un 
tratamiento con antibióticos tras el cual se testó de nuevo la presencia de micoplasmas 
en los cultivos. 
 
 
4.2.5- Test de proliferación celular de Mossman. 
 
Para cuantificar el número de células adherentes después de realizar un determinado 
experimento, se utilizó una modificación del método colorimétrico MTT diseñado por 
Mossman [308]. Este método relaciona el número de células viables en los cultivos con 
la cantidad de cristales de azul formazán, insolubles en medio acuoso, producidos por 
oxidación del bromuro de dimetil-tiazolil-tetrazolio (MTT, Sigma) por parte de 
reductasas de la cadena de transporte electrónico mitocondrial y del retículo 
endoplasmático.  
 
 
30 ciclos 
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Después de cultivar las células a la densidad deseada, dependiendo del 
experimento, en placas de 96 pocillos de fondo plano y terminado el tiempo 
correspondiente de incubación, se eliminaron mediante dos lavados con PBS 
(Phosphate Buffered Saline) todas aquellas células que no se habían adherido y se 
añadió 100 µl de medio completo RPMI junto con 10 µl de una disolución estéril de 
MTT (5 mg/ml en PBS) en cada pocillo de la placa, incluidos los pocillos blancos con 
una pipeta de repetición. Las placas se incubaron 2-3 h. a 37ºC y se centrifugaron a 
3.000 xg durante 30 min. Se eliminó el sobrenadante de los pocillos por inversión 
rápida y enérgica de la placa sobre papel de filtro. Los cristales de formazán formados 
se disolvieron añadiendo a cada pocillo 100 µl de DMSO y agitando en una placa 
vibradora (Bioblock). Se midió la absorbancia de los pocillos a 550 nm en un lector de 
placas (MR 5.000, Dynatech) frente a los blancos apropiados (medio de cultivo 
sometido al mismo procedimiento que los cultivos celulares). Los resultados se 
presentaron como porcentaje de crecimiento de las células frente al control o como 
número de incrementos con respecto al control. 
 
 
4.2.6- Generación de sobrenadantes de la línea celular L929. 
 
Para generar células de macrófagos de ratón (sección 4.2.9) se han utilizado medios 
de cultivo que contenían M-CSF. Dicha molécula es liberada al sobrenadante por las 
células L929, y dicho sobrenadante ha sido utilizado como fuente de M-CSF para el 
cultivo de dichas células [309].  
 
Se cultivaron las células en frascos de 75 cm2 durante varios días en el medio 
descrito en la sección 4.2.1. Una vez alcanzada la densidad de saturación en estas 
condiciones, se recogió el sobrenadante, se centrifugó para eliminar restos celulares y 
se congeló a -20ºC hasta su uso. 
 
 
4.2.7- Inactivación del complemento en el suero bovino. 
 
En los experimentos realizados, en especial los de citotoxicidad, el suero utilizado 
se decomplementó para evitar la lisis de las células por el sistema del complemento.  
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Para ello, el suero se trató durante 30 min. a 56ºC y trascurrido este tiempo se 
centrifugó a 3.000 xg durante 15 min. El sobrenadante se recogió en un tubo de fondo 
cónico y se congeló hasta su uso. 
 
 
4.2.8- Separación de células en gradiente de densidad.  
 
La separación de células en gradiente de densidad se realizó con el fin de eliminar 
las células muertas en los cultivos.  
 
Un volumen determinado de células se añadió despacio, con cuidado de no mezclar 
las fases, a un volumen equivalente de la solución de extracción Ficoll-Paque PLUS 
(GE Healthcare). Se centrifugó a 500 xg durante 20 min. sin freno y posteriormente se 
recuperó con mucho cuidado el anillo que se encontraba en la interfase, correspondiente 
a las células vivas. 
 
 
4.2.9- Obtención de macrófagos a partir de médula ósea de 
ratón. 
 
Para la obtención de precursores mieloides de médula ósea de ratón seguimos el 
protocolo de Meerpohl [310] con ligeras modificaciones. Se sacrificó a los animales por 
dislocación cervical y se les seccionaron las patas traseras a la altura de la cadera. Estas 
patas fueron desinfectadas con etanol 70% y se les retiró toda la piel y el músculo, 
dejando el tejido óseo limpio. Las patas se mantuvieron en DMEM con SFB 10% 
decomplementado. 
 
Para extraer las células de médula ósea, se seccionó el fémur y la tibia de cada 
extremidad, se separaron de la rótula y se cortaron los extremos de ambos huesos. Con 
una jeringuilla de 10 ml y una aguja de 0,6 mm de diámetro se inyectó DMEM con SFB 
10% decomplementado y SC 5% (Suero de Caballo, Sigma) en uno de los extremos 
haciendo pasar el líquido vigorosamente a través de la cavidad medular para recogerlo 
en un tubo de 50 ml (BD Falcon) con DMEM. Este proceso se repitió hasta que el 
interior del hueso quedó limpio de médula. Una vez extraídas todas las células, se coló 
el medio a través de un tamiz de nylon de 100 µm (BD Falcon) para eliminar posibles 
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restos de tejidos. A continuación, se centrifugó a 400 xg durante 5 min. a 4ºC y se 
resuspendieron en un medio enriquecido para favorecer la diferenciación de estas 
células a macrófagos [311]. Este medio estaba compuesto por DMEM con SFB 10%, 
SC 5% y 30% de sobrenadante de cultivo de células L929 que se caracteriza por ser 
rico en M-CSF (sección 4.2.6). Las células se sembraron a una densidad de 106/cm2 y 
se mantuvieron en estas condiciones hasta su completa diferenciación (7-8 días).  
 
 
4.2.10- Obtención de macrófagos humanos a partir de 
sangre periférica. 
 
Para la generación de macrófagos humanos, en primer lugar, los monocitos fueron 
aislados a partir de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMCs), la 
cual se obtuvo de donantes sanos (Sangre y Banco de Tejidos de Aragón, Aprobado por 
la CEICA, cantidad: CIPI 11/006) utilizando Ficoll-Paque PLUS. 
 
 Para ello, se separó la capa de linfocitos, se lavó dos veces con PBS y se 
resuspendieron a una concentración de 2,5x106 células/ml en medio RPMI 
suplementado con suero AB humano inactivado por calor al 1% (Sigma). Las células se 
cultivaron en una placa Petri durante 2 h. a 37ºC 5% CO2. Posteriormente, las células se 
lavaron dos veces cuidadosamente con PBS templado, se añadió medio RPMI completo 
y las células se incubaron durante 2 h. a 37ºC 5% CO2. Finalmente, las células se 
lavaron cuidadosamente con PBS templado y se añadió medio RPMI completo con el 
factor de crecimiento GM-CSF (Invitrogen) a una concentración de 0,1 ng/ml. El 
cultivo celular se mantuvo durante 6 días para completar la diferenciación de los 
monocitos en macrófagos a 37ºC 5% CO2. 
 
 
4.3- Plásmidos. 
 
Los plásmidos utilizados para la producción de ICAM-1 recombinante humano 
D1D2 y D1D2Fc fueron los siguientes: 
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4.3.1- pUC57-D1D2 y pUC57-D1D2Fc para bacterias. 
 
El vector comercial pUC57 (GeneScript) fue usado para clonar y propagar 
fragmentos de cDNA. Tiene un tamaño de 2710 pb y un sitio de clonaje múltiple MCS 
incluido en el gen lacZ, que facilita la clonación de los fragmentos de DNA. Los 
insertos de D1D2 y D1D2Fc fueron clonados en el sitio de policlonaje con la enzima de 
restricción EcoRV. 
 
El cDNA para D1D2 está compuesto por los dominios 1 y 2 (D1 y D2) de ICAM-1 
humano, que como se ha explicado anteriormente (sección 1.3.2), son esenciales y 
suficientes para mediar su función con su ligando LFA-1 (Fig. 4.1). En el caso del 
cDNA de D1D2Fc, aparte de presentar estos dominios, también contiene una región 
linker (L) en su secuencia para proporcionar flexibilidad a los dominios de 
inmunoglobulina y una región Fc (Fc) procedente de una inmunoglobulina humana en 
el extremo C-terminal para poder inmovilizar la proteína (Fig. 4.2). 
 
Como se explica 
más adelante (sección 
4.4), estos insertos de 
DNA tuvieron que 
clonarse en el plásmido 
de expresión para bacterias pET28a en los sitios de restricción NdeI/EcoRI (Fig. 4.3). 
Este plásmido presenta el promotor T7 que responde a IPTG y contiene un gen de 
resistencia a kanamicina. También posee una secuencia de polihistidinas (H) que, tras 
el clonaje, queda unida al extremo N-terminal de las proteínas de ICAM-1, facilitando 
así su posterior purificación. Esta construcción fue utilizada para la purificación de 
D1D2 y D1D2Fc en bacterias E. coli BL21-CodonPlus.  
 
GCCCAGACATCTGTGTCCCCCTCAAAAGTCATCCTGCCCCGGGGAGGCTCC
GTGCTGGTGACATGCAGCACCTCCTGTGACCAGCCCAAGTTGTTGGGCATAGA
GACCCCGTTGCCTAAAAAGGAGTTGCTCCTGCCTGGGAACAACCGGAAGGTGT
ATGAACTGAGCAATGTGCAAGAAGATAGCCAACCAATGTGCTATTCAAACTGC
CCTGATGGGCAGTCAACAGCTAAAACCTTCCTCACCGTGTACTGGACTCCAGA
ACGGGTGGAACTGGCACCCCTCCCCTCTTGGCAGCCAGTGGGCAAGAACCTTA
CCCTACGCTGCCAGGTGGAGGGTGGGGCACCCCGGGCCAACCTCACCGTGGT
GCTGCTCCGTGGGGAGAAGGAGCTGAAACGGGAGCCAGCTGTGGGGGAGCCC
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GCTGAGGTCACGACCACGGTGCTGGTGAGGAGAGATCACCATGGAGCCAATTT
CTCGTGCCGCACTGAACTGGACCTGCGGCCCCAAGGGCTGGAGCTGTTTGAGA
ACACCTCGGCCCCCTACCAGCTCCAGACCTTTGTCCTTCCCGCTACT 
 
AQTSVSPSKVILPRGGSVLVTCSTSCDQPKLLGIETPLPKKELLLPGNNRKVYE
LSNVQEDSQPMCYSNCPDGQSTAKTFLTVYWTPERVELAPLPSWQPVGKNLTLRC
QVEGGAPRANLTVVLLRGEKELKREPAVGEPAEVTTTVLVRRDHHGANFSCRTEL
DLRPQGLELFENTSAPYQLQTFVLPAT 
 
Fig. 4.1. Esquema de la secuencia nucleotídica y peptídica de D1D2 para el vector pET28a. 
En distintos colores se muestran los diferentes dominios: dominio 1, rojo; dominio 2, verde. 
 
 
GCCCAGACATCTGTGTCCCCCTCAAAAGTCATCCTGCCCCGGGGAGGCTCC
GTGCTGGTGACATGCAGCACCTCCTGTGACCAGCCCAAGTTGTTGGGCATAGA
GACCCCGTTGCCTAAAAAGGAGTTGCTCCTGCCTGGGAACAACCGGAAGGTGT
ATGAACTGAGCAATGTGCAAGAAGATAGCCAACCAATGTGCTATTCAAACTGC
CCTGATGGGCAGTCAACAGCTAAAACCTTCCTCACCGTGTACTGGACTCCAGA
ACGGGTGGAACTGGCACCCCTCCCCTCTTGGCAGCCAGTGGGCAAGAACCTTA
CCCTACGCTGCCAGGTGGAGGGTGGGGCACCCCGGGCCAACCTCACCGTGGT
GCTGCTCCGTGGGGAGAAGGAGCTGAAACGGGAGCCAGCTGTGGGGGAGCCC
GCTGAGGTCACGACCACGGTGCTGGTGAGGAGAGATCACCATGGAGCCAATTT
CTCGTGCCGCACTGAACTGGACCTGCGGCCCCAAGGGCTGGAGCTGTTTGAGA
ACACCTCGGCCCCCTACCAGCTCCAGACCTTTGTCCTTCCCGCTACTATCGAG
GGCAGGATGGACAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGC
ACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGG
ACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGG
TGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGT
GTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCT
CCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCC
CGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTT
CTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAAC
AACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTA
CAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCGGGTAAATA 
 
Materiales y métodos 
93 
AQTSVSPSKVILPRGGSVLVTCSTSCDQPKLLGIETPLPKKELLLPGNNRKVYE
LSNVQEDSQPMCYSNCPDGQSTAKTFLTVYWTPERVELAPLPSWQPVGKNLTLRC
QVEGGAPRANLTVVLLRGEKELKREPAVGEPAEVTTTVLVRRDHHGANFSCRTEL
DLRPQGLELFENTSAPYQLQTFVLPATIEGRMDKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 
 
Fig. 4.2. Esquema de la secuencia nucleotídica y peptídica de D1D2Fc para el vector 
pET28a. En distintos colores se muestran los diferentes dominios: dominio 1, rojo; dominio 2, 
verde; región linker, amarillo; región de inmunoglobulina Fc, azul oscuro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.3. Estructura del plásmido de expresión para bacterias pET28a. 
 
 
4.3.2- pUC57-D1D2Fc para levaduras. 
 
De la misma manera que en el caso de las bacterias, para poder producir la proteína 
D1D2Fc en las levaduras Pichia pastoris, se compraron los vectores pUC57 con el 
cDNA de esta proteína. No obstante, la secuencia polipeptídica difiere de la utilizada en 
el caso de las bacterias y las células de mamífero (sección 4.3.1 y 4.3.3). Esto se debe a 
que cada grupo de organismos prefiere unos codones sobre otros en sus sistemas de 
síntesis y eso afecta directamente al rendimiento del proceso. Por eso, la secuencia 
genética en este caso difiere de las otras.  
pET-28a(+) 
(5369bp) 
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En el caso de las 
levaduras, el inserto 
de D1D2Fc es 
ligeramente diferente al utilizado en el caso de las bacterias (Fig. 4.4). En este caso, la 
secuencia de DNA de D1D2Fc esta compuesta por una secuencia señal (Ld) que 
exporta la proteína al medio extracelular facilitando el proceso de purificación, una 
secuencia de polihistidinas (H) que servirá para purificar la proteína, los dominios 1 y 
2 (D1 y D2) de ICAM-1 humano, una secuencia de corte para eliminar la secuencia de 
polihistidinas y cristalizar la proteína, una región linker (L) y una región Fc (Fc). Esta 
construcción fue utilizada para la purificación de D1D2Fc en levaduras Pichia pastoris.  
 
AAAAGAGAAGCTGAGGCTCATCACCATCACCATCACGGTTCTGGATTGGAA
GTTTTGTTTCAAGGTCCAGCTCAGACTTCTGTTTCCCCATCAAAGGTTATTTTG
CCTAGAGGTGGATCTGTTTTGGTTACATGTTCTACTTCCTGTGATCAACCAAAA
TTGTTGGGTATCGAAACTCCATTGCCTAAGAAAGAGTTGTTGTTGCCTGGAAA
CAACAGAAAGGTTTACGAATTGTCTAACGTTCAAGAGGATTCCCAGCCAATGT
GTTATTCAAATTGTCCTGACGGTCAATCTACAGCTAAAACTTTCTTGACAGTTT
ACTGGACTCCAGAAAGAGTTGAGTTGGCTCCATTGCCTTCTTGGCAACCTGTT
GGAAAGAACTTGACTTTGAGATGTCAGGTTGAAGGTGGTGCTCCAAGAGCTAA
TTTGACAGTTGTTTTGTTGAGAGGTGAAAAGGAGTTGAAAAGAGAACCAGCTG
TTGGAGAACCTGCTGAGGTTACTACAACTGTTTTGGTTAGAAGAGATCATCAC
GGTGCTAACTTCTCGTGCCGCACTGAACTGGACCTGCGGCCCCAAGGGCTGGA
GCTGTTTGAGAACACCTCGGCCCCCTACCAGCTCCAGACCTTTGTCCTTCCCG
CTACTATTGAGGGAAGAATGGATAAGTCTTGTGACAAAACACATACTTGTCCA
CCTTGTCCAGCTCCTGAATTGTTGGGTGGACCATCCGTTTTCTTGTTCCCACCT
AAGCCTAAAGATACTTTGATGATCTCAAGAACTCCAGAGGTTACATGTGTTGTT
GTTGATGTTTCTCATGAAGACCCTGAGGTTAAATTCAACTGGTACGTTGACGGT
GTTGAAGTTCACAATGCTAAGACTAAACCAAGAGAAGAGCAATACAACTCTAC
TTACAGAGTTGTTTCCGTTTTGACAGTTTTGCACCAGGATTGGTTGAACGGTAA
AGAATACAAGTGTAAAGTTTCCAATAAGGCTTTGCCAGCTCCTATTGAAAAGAC
TATCTCAAAGGCTAAAGGACAACCAAGAGAGCCTCAGGTTTACACATTGCCAC
CTTCTAGAGATGAATTGACTAAGAACCAAGTTTCCTTGACATGTTTGGTTAAAG
GTTTTTATCCATCCGACATTGCTGTTGAATGGGAGTCAAATGGACAGCCTGAG
AACAATTACAAGACAACTCCACCTGTTTTGGATTCCGACGGTTCATTTTTCTTG
TACTCAAAGTTGACTGTTGACAAATCTAGATGGCAACAGGGAAACGTTTTCTCA
TGTTCTGTTATGCATGAAGCTTTGCATAATCACTATACACAAAAGTCCTTGTCA
TTGTCTCCTGGTAAA 
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KREAEAHHHHHHGSGLEVLFQGPAQTSVSPSKVILPRGGSVLVTCSTSCDQPK
LLGIETPLPKKELLLPGNNRKVYELSNVQEDSQPMCYSNCPDGQSTAKTFLTVYW
TPERVELAPLPSWQPVGKNLTLRCQVEGGAPRANLTVVLLRGEKELKREPAVGEP
AEVTTTVLVRRDHHGANFSCRTELDLRPQGLELFENTSAPYQLQTFVLPATIEGRM
DKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK 
 
Fig. 4.4. Esquema de la secuencia nucleotídica y peptídica de D1D2Fc para el vector 
pPICZα. En distintos colores se muestran los diferentes dominios: secuencia señal, morado; 
secuencia de polihistidinas, azul claro; secuencia de corte, marrón; dominio 1, rojo; dominio 2, 
verde; región linker, naranja; región de inmunoglobulina Fc, azul oscuro. 
 
 
Como ocurría en el caso anterior, había que elegir el vector de expresión adecuado. 
Para ello, utilizamos el plásmido pPICZα (Fig. 4.5). Este plásmido, cedido 
amablemente por el Dr. Ramón Hurtado (BiFi, Universidad de Zaragoza), es 
normalmente utilizado en Pichia pastoris para la expresión de proteínas recombinantes. 
Posee un fragmento 5’ que contiene el promotor AOX1 para una expresión inducible 
por metanol y un gen de resistencia al antibiótico zeocina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.5. Estructura del plásmido de expresión para levaduras pPICZα. 
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4.3.3- pUC57-D1D2 y pUC57-D1D2Fc para células de 
mamífero. 
 
De la misma 
manera que en los 
casos anteriores, para 
poder producir las 
proteínas D1D2 y 
D1D2Fc en células de mamífero HEK 293T, se compraron los vectores pUC57 con los 
cDNAs de estas proteínas. No obstante, el inserto de estas proteínas era ligeramente 
diferente al utilizado en el caso de las bacterias. Aparte de presentar los dominios 1 y 2 
(D1 y D2) de inmunoglobulina de ICAM-1 en el caso de D1D2, y la región linker (L) y 
región Fc (Fc) junto a los dominios de inmunoglobulina en el caso de D1D2Fc, también 
presentaban en la región N-terminal de ambas proteínas una secuencia de secreción 
(Sec) para que una vez producidas salgan de la célula y una secuencia de 
polihistidinas (H) para su posterior purificación (Fig. 4.6 y 4.7). 
 
GCCACCATGGGGATCCTTCCCAGCCCTGGGATGCCTGCGCTGCTCTCCCTC
GTGAGCCTTCTCTCCGTGCTGCTGATGGGTTGCGTAGCTGAACACCACCATCA
CCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCCCAGACATCTG
TGTCCCCCTCAAAAGTCATCCTGCCCCGGGGAGGCTCCGTGCTGGTGACATGC
AGCACCTCCTGTGACCAGCCCAAGTTGTTGGGCATAGAGACCCCGTTGCCTAA
AAAGGAGTTGCTCCTGCCTGGGAACAACCGGAAGGTGTATGAACTGAGCAATG
TGCAAGAAGATAGCCAACCAATGTGCTATTCAAACTGCCCTGATGGGCAGTCA
ACAGCTAAAACCTTCCTCACCGTGTACTGGACTCCAGAACGGGTGGAACTGGC
ACCCCTCCCCTCTTGGCAGCCAGTGGGCAAGAACCTTACCCTACGCTGCCAGG
TGGAGGGTGGGGCACCCCGGGCCAACCTCACCGTGGTGCTGCTCCGTGGGGA
GAAGGAGCTGAAACGGGAGCCAGCTGTGGGGGAGCCCGCTGAGGTCACGACC
ACGGTGCTGGTGAGGAGAGATCACCATGGAGCCAATTTCTCGTGCCGCACTGA
ACTGGACCTGCGGCCCCAAGGGCTGGAGCTGTTTGAGAACACCTCGGCCCCCT
ACCAGCTCCAGACCTTTGTCCTTCCCGCTACT  
 
GILPSPGMPALLSLVSLLSVLLMGCVAEHHHHHHGSGLEVLFQGPHMAQTSVS
PSKVILPRGGSVLVTCSTSCDQPKLLGIETPLPKKELLLPGNNRKVYELSNVQEDSQ
PMCYSNCPDGQSTAKTFLTVYWTPERVELAPLPSWQPVGKNLTLRCQVEGGAPR
ANLTVVLLRGEKELKREPAVGEPAEVTTTVLVRRDHHGANFSCRTELDLRPQGLE
LFENTSAPYQLQTFVLPAT 
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Fig. 4.6. Esquema de la secuencia nucleotídica y peptídica de D1D2 para el vector pCAGIG. 
En distintos colores se muestran los diferentes dominios: secuencia Kozack, verde claro; 
secuencia de secreción, negro; secuencia de polihistidinas, azul claro; secuencia de corte, 
marrón; dominio 1, rojo; dominio 2, verde. 
 
 
GCCACCATGGGGATCCTTCCCAGCCCTGGGATGCCTGCGCTGCTCTCCCTC
GTGAGCCTTCTCTCCGTGCTGCTGATGGGTTGCGTAGCTGAACACCACCATCA
CCATCACCATATGGCCCAGACATCTGTGTCCCCCTCAAAAGTCATCCTGCCCC
GGGGAGGCTCCGTGCTGGTGACATGCAGCACCTCCTGTGACCAGCCCAAGTTG
TTGGGCATAGAGACCCCGTTGCCTAAAAAGGAGTTGCTCCTGCCTGGGAACAA
CCGGAAGGTGTATGAACTGAGCAATGTGCAAGAAGATAGCCAACCAATGTGCT
ATTCAAACTGCCCTGATGGGCAGTCAACAGCTAAAACCTTCCTCACCGTGTACT
GGACTCCAGAACGGGTGGAACTGGCACCCCTCCCCTCTTGGCAGCCAGTGGGC
AAGAACCTTACCCTACGCTGCCAGGTGGAGGGTGGGGCACCCCGGGCCAACCT
CACCGTGGTGCTGCTCCGTGGGGAGAAGGAGCTGAAACGGGAGCCAGCTGTG
GGGGAGCCCGCTGAGGTCACGACCACGGTGCTGGTGAGGAGAGATCACCATG
GAGCCAATTTCTCGTGCCGCACTGAACTGGACCTGCGGCCCCAAGGGCTGGAG
CTGTTTGAGAACACCTCGGCCCCCTACCAGCTCCAGACCTTTGTCCTTCCCGCT
ACTATCGAGGGCAGGATGGACAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACC
GTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
AACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTG
GTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACG
GCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAG
CACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATG
GCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCT
GCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGG
TCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACG
TCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAG
AGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA 
 
GILPSPGMPALLSLVSLLSVLLMGCVAEHHHHHHHMAQTSVSPSKVILPRGGS
VLVTCSTSCDQPKLLGIETPLPKKELLLPGNNRKVYELSNVQEDSQPMCYSNCPDG
QSTAKTFLTVYWTPERVELAPLPSWQPVGKNLTLRCQVEGGAPRANLTVVLLRGE
KELKREPAVGEPAEVTTTVLVRRDHHGANFSCRTELDLRPQGLELFENTSAPYQL
QTFVLPATIEGRMDKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
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CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 
 
Fig. 4.7. Esquema de la secuencia nucleotídica y peptídica de D1D2 para el vector pCAGIG. 
En distintos colores se muestran los diferentes dominios: secuencia Kozack, verde claro; 
secuencia de polihistidinas, azul claro; dominio 1, rojo; dominio 2, verde; región linker, 
naranja; región de inmunoglobulina Fc, azul oscuro. 
 
 
Para llevar a cabo la producción de las proteínas de ICAM-1 en las células HEK, se 
utilizó el plásmido pCAGIG (Fig. 4.8). La peculiaridad de este vector consiste en que 
presenta un promotor fuerte para la expresión de proteínas clonadas y posee un sitio 
interno de entrada al ribosoma (IRES). Esta secuencia IRES, localizada entre los 
insertos de D1D2 y D1D2Fc y el gen de la proteína fluorescente verde GFP, permite la 
expresión de estas dos proteínas bajo el control de un único promotor. Esto permite la 
vigilancia de la expresión de las proteínas D1D2 y D1D2Fc a través de la observación de 
un trazador fácilmente detectable como es la proteína GFP. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.8. Estructura del plásmido de expresión para células de mamífero pCAGIG. 
pCAGIG 
(6135bp) 
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4.4- Subclonaje de D1D2 y D1D2Fc en los plásmidos de 
expresión pET28a, pPICZα y pCAGIG. 
 
Para la expresión de las proteínas de ICAM-1 humano en un sistema procariota (E. 
coli) y eucariota (P. pastoris y células HEK 293T) se debía en primer lugar insertar los 
cDNAs de estas proteínas en los correspondientes vectores de expresión. En el caso de 
las bacterias, teníamos que cortar el plásmido pET28a con dos enzimas de restricción 
(NdeI y EcoRI) y dichas enzimas las utilizamos para extraer los cDNAs de D1D2 y 
D1D2Fc de los vectores pUC57-D1D2 y pUC57-D1D2Fc. Para el caso de las levaduras, el 
vector de expresión pPICZα y el plásmido que contenía el cDNA de D1D2Fc para 
levaduras (pUC57-D1D2Fc) fueron digeridos con las enzimas de restricción XhoI y 
SacII. En el caso de las células de mamífero HEK 293T, el vector de expresión 
pCAGIG fue digerido con las enzimas de restricción XhoI y EcoRI mientras que los 
cDNAs de D1D2 y D1D2Fc fueron en primer lugar amplificados por PCR y el producto 
resultante fue digerido con estas mismas enzimas de restricción. Tras separar los 
vectores pUC57 del cDNA de D1D2 y D1D2Fc correspondientes para cada sistema de 
expresión, estos últimos se incubaron con su correspondiente vector de expresión en 
presencia de una enzima que cataliza la unión de secuencias de DNA (DNA ligasa). De 
este modo, se obtuvieron construcciones en las que el cDNA de D1D2 y D1D2Fc se 
encontraba unido al plásmido de expresión correspondiente al sistema de expresión 
procariota o eucariota. Estas construcciones se utilizaron para transformar las bacterias 
E. coli y transfectar las levaduras P. pastoris y las células de mamífero HEK 293T. 
 
 
4.4.1- Digestión con enzimas de restricción. 
 
Tanto los plásmidos de expresión para cada sistema como los plásmidos que 
contenían los insertos de D1D2 y D1D2Fc para cada caso fueron sometidos a una 
digestión enzimática, para lo cual se prepararon las siguientes mezclas:  
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Bacterias: 
 
 
 
Levaduras: 
 
 
 
 
 
 
Células HEK 293T: 
 
 
 
 
 
Todas las reacciones se incubaron a 37ºC durante 3 h. Tras este tiempo se separaron 
los fragmentos y se purificaron con una electroforesis en gel de agarosa (sección 4.4.3). 
 
 
 
 
Vector D1D2 
D1D2Fc 
400 ng pET28a. 
1 µl Tampón H 10x (Takara). 
3 µl H2O. 
1,5 µl NdeI (10 U/µl) (Takara). 
1,5 µl EcoRI (15 U/µl) (Takara). 
600 ng pUC57-D1D2/D1D2Fc. 
1 µl Tampón H T 10x. 
2 µl H2O. 
1,5 µl NdeI (10 U/µl). 
1,5 µl EcoRI (15 U/µl). 
Vector D1D2Fc 
400 ng pPICZα. 
1 µl Tampón T 10x. 
3 µl H2O. 
1,5 µl XhoI (50 U/µl) (Takara). 
1,5 µl SacII (15 U/µl) (Takara). 
1 µl BSA 10x (Takara). 
600 ng pUC57-D1D2Fc. 
1 µl Tampón T 10x. 
2 µl H2O. 
1,5 µl XhoI (50 U/µl). 
1,5 µl SacII (15 U/µl). 
1 µl BSA 10x. 
Vector 
D1D2 
D1D2Fc 
400 ng pCAGIG. 
1 µl Tampón H 10x. 
3 µl H2O. 
1,5 µl XhoI (50 U/µl). 
1,5 µl EcoRI (15 U/µl). 
600 ng DNA D1D2/D1D2Fc. 
1 µl Tampón H 10x. 
2 µl H2O. 
1,5 µl XhoI (50 U/µl). 
1,5 µl EcoRI (15 U/µl). 
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4.4.2- Amplificación por PCR. 
 
El diseño de los oligonucleótidos y la determinación de las condiciones óptimas 
para la amplificación de las secuencias de D1D2 y D1D2Fc de los plásmidos pUC57-
D1D2 y pUC57-D1D2Fc para células de mamífero se llevaron a cabo con la ayuda del 
programa Oligo 7 (Tabla 4.1). En ambos casos se diseñaron los cebadores para la 
incorporación de los sitios de restricción EcoRI en el extremo 5’ y XhoI en el 3’ para la 
posterior ligación en el vector pCAGIG entre estos dos sitios de corte.  
 
Las secuencias de los oligonucleótidos usados como cebadores de la reacción 
fueron: 
 
Constructo Cebador Secuencia (5'-3') 
D1D2Fw ACACCGAATTCGCCACCATGGGGATCCTTCCCAG 
D1D2 
D1D2Rv CGAGTCCTCGAGTCATTAAGTAGCGGGAAGGACAAAGGTCTGGA 
D1D2FcFw ACACCGAATTCGCCACCATGGGGATCCTTCCCAG 
D1D2Fc 
D1D2FcRv CGAGTCCTCGAGTCATTATTTACCCGGAGACAGGGAGAGGC 
 
Tabla 4.1. Secuencias de los oligonucleótidos empleados para la amplificación de los 
cDNAs de D1D2 y D1D2Fc en el plásmido pUC57. Las secuencias marcadas en negrita 
corresponden a los sitios de restricción introducidos para la posterior ligación en el vector 
pCAGIG. 
 
 
El cDNA de estas 2 proteínas se amplificó mediante PCR usando como molde los 
vectores en los que se encontraban. La amplificación de los diferentes cDNAs se realizó 
empleando la polimerasa de alta fidelidad AccuPrimeTM Pfx SuperMix (Invitrogen), de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante en una mezcla de reacción que contenía: 
 
 22,5 µl AccuPrimeTM Pfx SuperMix. 
 200 nM oligonucleótidos Forward y Reverse. 
 100 ng DNA molde. 
 H2O milliQ estéril hasta 25 µl. 
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El programa de PCR seguido fue el siguiente: 
 
1. Calentamiento inicial:   95ºC / 5’ 
2. Desnaturalización:   95ºC / 1’ 
3. Hibridación:    67ºC / 1’ 
4. Extensión:    72ºC / 1’ 30’’ 
5. Extensión:    72ºC / 5’ 
 
Una vez realizada la PCR, se procedió a comprobar la eficacia y especificidad de la 
amplificación por electroforesis en gel de agarosa y se purificaron los fragmentos de 
interés (sección 4.4.4). 
 
 
4.4.3- Electroforesis de DNA en gel de agarosa. 
 
Tras la digestión de los plásmidos, debemos separar el vector pUC57 de los cDNAs 
de D1D2 y D1D2Fc en cada caso. Para ello, se utilizó la electroforesis en gel de agarosa, 
que consiste en la separación del DNA aprovechando que, debido a su carga negativa a 
pH neutro, éste migrará hacia el polo positivo si lo sometemos a un campo eléctrico. La 
movilidad de los fragmentos es inversamente proporcional a su tamaño: a menor 
tamaño, mayor será el desplazamiento. 
 
Los geles de agarosa al 1% se prepararon fundiendo la agarosa (Sigma) en 30 ml de 
tampón. Para los geles de análisis se empleó el tampón TBE (Tris-borato 0,045 M, 
Panreac; EDTA 1 mM, Panreac) y para los geles destinados a purificación se empleó el 
tampón TAE (Tampón Tris-Acetato EDTA, Invitrogen). A esta mezcla se añadió 
SYBR-safe (1:10.000, Invitrogen) cuando la temperatura de la disolución fue menor de 
60ºC. La función de dicho reactivo es la de fijarse al DNA y permitir su visualización 
bajo luz ultravioleta. La mezcla se vertió en los moldes para su gelificación. 
 
Al volumen total obtenido tras la reacción de restricción (10 µl) se añadió el 
tampón de carga 10X (Takara) para determinar la posición del frente de la muestra en el 
gel. La estimación del peso de los fragmentos de DNA se realizó por comparación con 
marcadores de pesos moleculares. Como marcadores de pesos moleculares se 
emplearon los marcadores High DNA Mass Ladder y Low DNA Mass Ladder 
 
30 ciclos 
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(Invitrogen) y GeneRuler 1 kb DNA ladder y GeneRuler 100 pb DNA ladder (Life 
technologies). La electroforesis se realizó a 90 V y 400 mA durante 1 h. La 
visualización de los geles se realizó en un transiluminador Gel Doc 2.000 (BioRad) y se 
analizó mediante el programa BioRad Muti-Analyst (PC versión 1.1). 
 
 
4.4.4- Obtención del DNA del gel de agarosa/purificación de 
fragmentos de DNA. 
 
La purificación de los fragmentos de DNA de interés, bien tras una separación por 
técnicas electroforéticas como tras una reacción enzimática como PCR o tras la 
digestión con enzimas de restricción, se llevó a cabo con el Kit illustra GFX PCR DNA 
and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, Amersham), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. En los casos en que se precisó purificar fragmentos de DNA separados 
mediante electroforesis, se procedió al corte de la banda de peso molecular deseado 
empleando un bisturí estéril. 
 
 
4.4.5- Ligación de los insertos en los vectores de expresión. 
 
El último paso para la obtención de los vectores de expresión con sus determinados 
insertos fue la ligación de los plásmidos linearizados con los fragmentos digeridos 
(pET28a-D1D2/D1D2Fc para bacterias, pPICZa-D1D2Fc para levaduras y pCAGIG-
D1D2/D1D2Fc para células de mamífero). La relación molar de vector: inserto empleada 
fue de 1:3 o 1:5 y la mezcla de ligación contenía: 
 
 100 ng del plásmido linearizado. 
 X ng de inserto correspondientes a 3-5 veces los moles de plásmido. 
 Tampón de ligasa 10X (Promega). 
 1 µl DNA Ligasa T4 (3 U/µl) (Promega). 
 H2O milliQ estéril hasta 10-20 µl. 
 
Tras incubar la mezcla de ligación toda la noche a temperatura ambiente, se 
procedió a la transformación de bacterias competentes E. coli XL-1 Blue con pPICZa-
D1D2Fc y pCAGIG-D1D2/D1D2Fc y E. coli BL21-CodonPlus con pET28a-
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D1D2/D1D2Fc. Después se sembraron en placas de LB-agar con el antibiótico 
correspondiente en función de la resistencia del plásmido de expresión. 
 
 
4.4.6- Preparación de células competentes. 
 
El método utilizado para la preparación de células competentes se basa en la 
apertura de poros en la membrana con CaCl2 a baja temperatura.  
 
Las bacterias competentes se prepararon a partir de un cultivo de 10 ml de E. coli 
XL-1 Blue y BL21-CodonPlus. A estos cultivos se les añadió 100 ml de medio estéril y 
se dejó crecer a 37ºC en el agitador orbital hasta alcanzar la densidad adecuada (A600nm 
= 0,4). Se recogió el volumen del cultivo en dos tubos estériles de 50 ml y se dejaron 
enfriar en hielo 20-30 min. para detener su crecimiento. Una vez fríos, se centrifugaron 
a 1.500 xg durante 10 min. a 4ºC y (Beckman Coulter Avanti J-26XP). Tras lavarlas 
una vez con agua estéril, el pellet se resuspendió en 1 ml de tampón de trituración 
(CaCl2 100 mM, MgCl2 70 mM, CH3COONa 40 mM, Panreac), se homogeneizó el 
pellet y se añadieron 30 ml de tampón de trituración (permite la formación de poros en 
la membrana). Se centrifugaron a 3.000 xg durante 15 min. a 4ºC y se eliminó el 
sobrenadante. El pellet se resuspendió en 4 ml de tampón de conservación (CaCl2 100 
mM, 15% glicerol). Se hicieron alícuotas de 400 µl y se transformaron inmediatamente 
o se congelaron a -80ºC para transformarlas posteriormente. 
 
 
4.4.7- Transformación y selección de las bacterias 
transformadas. 
 
Para la transformación de las bacterias se empleó el método de choque térmico. 
Para ello, se descongeló en hielo una alícuota de bacterias competentes para cada 
transformación y se les añadió 40 ng de DNA o todo el volumen de una ligación. Esta 
suspensión se incubó 30 min. en hielo, y seguidamente 90 seg. a 42ºC para las XL-1 
Blue y 20 seg. para las BL21-CodonPlus. Inmediatamente después, se pusieron en hielo 
durante 2 min. y para que las membranas celulares volvieran a sellarse y el cDNA 
quedase confinado en su interior, se diluyó cada alícuota con 1 ml de LB estéril en el 
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caso de XL-1 Blue y medio SOC para las BL21-CodonPlus. Este nuevo cultivo se agitó 
a 37ºC durante 1 h.  
 
Por último, se procedió a la selección de aquellas bacterias que habían incorporado 
el plásmido. Para ello, se centrifugaron a 1.300 xg durante 5 min. (microcentrífuga 
eppendorf 5417R) y se descartó el sobrenadante dejando 200 µl en los que se 
resuspendió el pellet. Esta suspensión se sembró en una placa Petri de LB-agar en 
medio selectivo en función de la resistencia que poseía el plásmido introducido y se 
incubaron a 37ºC en la estufa durante 24 h. Se sembró también un control negativo con 
células competentes sometidas a todos los pasos anteriores pero en ausencia de 
plásmido (bacterias no transformadas).  
 
Transcurrido este tiempo, las únicas bacterias capaces de crecer y formar colonias 
fueron aquellas que habían incorporado el plásmido, ya que éste contiene un gen de 
resistencia al antibiótico utilizado en cada ocasión. Sin embargo, en el caso del 
subclonaje (sección 4.4), las bacterias crecidas podrían contener el cDNA de ICAM-1 
recombinante o podría ser el resultado de la ligación del vector linearizado sin cDNA 
de ICAM-1 recombinante. Para comprobarlo, se seleccionaron varias colonias de la 
placa, transfiriendo cada una a un tubo estéril con 10 ml de LB suplementado con el 
antibiótico de selección. Esta operación se realizó con un asa de cultivo esterilizada a la 
llama y rozando con el asa las paredes del tubo para asegurar la correcta resuspensión. 
La suspensión bacteriana se incubó a 37ºC con agitación durante toda la noche.  
 
A la mañana siguiente, se aisló el plásmido de cada colonia con minipreps (sección 
4.4.8), se sometió a una reacción de restricción con las mismas enzimas anteriores 
(sección 4.4.1) y se analizó mediante un gel de agarosa (sección 4.4.3). 
 
Finalmente, se congelaron las colonias en las que se obtuvo el fragmento de ICAM-
1 y el vector correspondiente (sección 4.1.1). 
 
 
4.4.8- Extracción de DNA plasmídico. 
 
Para obtener pequeñas cantidades de plásmido se utilizó el Kit GFX™ Micro 
Plasmid Prep Kit (GE Healthcare, Amersham) siguiendo las instrucciones del 
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fabricante. El volumen de cultivo de partida fueron entre 1,5 y 3 ml y la elución final se 
realizó con 25 µl de Tris-HCl pH 8 o H2O milliQ estéril. 
 
Para obtener cantidades mayores de plásmido se necesitaron cultivos de entre 50 y 
100 ml, y el kit de extracción de DNA empleado fue el Kit Quantum Prep Plasmid 
Midiprep Kit (BioRad, USA). Las eluciones se realizaron en 500 µl de H2O milliQ 
estéril. 
 
 
4.4.9- Cuantificación de ácidos nucleicos. 
 
La determinación de las concentraciones tanto de vectores como de fragmentos de 
DNA se llevó a cabo usando alícuotas de 3 µl en el espectrofotómetro NanoVue (GE 
Healthcare, Amersham). 
 
 
4.5- Producción de D1D2 y D1D2Fc en bacterias BL21-
CodonPlus. 
 
4.5.1- Análisis de sobreexpresión. 
 
Antes de empezar con la purificación, debemos comprobar que las bacterias 
realmente sobreexpresan las proteínas de ICAM-1 y saber qué condiciones de 
incubación con IPTG son las más adecuadas para dicha expresión. 
 
A partir de las bacterias congeladas en glicerol, se inició un cultivo pasando 5 µl de 
las bacterias a 10 ml de medio LB con kanamicina e incubándolo a 37ºC con agitación 
hasta que la absorbancia a 600 nm (turbidez) alcanzó un valor entre 0,6-0,8, momento 
en el que las bacterias se encuentran en su fase exponencial de crecimiento. Medimos la 
absorbancia tomando una alícuota del cultivo de 1 ml a una longitud de onda de 600 nm 
frente al blanco (medio LB). 
 
En este momento, se indujo la sobreexpresión de nuestras proteínas añadiendo 
IPTG a una concentración final de 1 mM. 
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Para conocer el tiempo adecuado de incubación con IPTG, se extrajo una alícuota a 
diferentes tiempos y separamos una alícuota antes de añadir el IPTG como tiempo 0. 
Recogimos las bacterias por centrifugación (microcentrífuga, a 21.000 xg durante 30 
seg.) y el pellet lo resuspendimos en 100 µl de PBS para una posterior comprobación de 
la sobreexpresión mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida (sección 4.8.2). 
 
 
4.5.2- Purificación. 
 
El cultivo de bacterias para la purificación de D1D2 y D1D2Fc se realizó siguiendo 
el procedimiento ya descrito (sección 4.5.1), pero con volúmenes mayores: los 5 µl de 
bacterias se sembraron en 10 ml de medio LB con kanamicina y tras incubarlos toda la 
noche a 37ºC con agitación se añadieron a 1 L de medio selectivo LB en un matraz 
Erlenmeyer. 
 
Tras el tiempo adecuado de incubación con el IPTG, las bacterias se centrifugaron a 
18.000 xg, se descartó el sobrenadante y se congeló el pellet a -20ºC o se continuó con 
el proceso de purificación. 
 
 
4.5.3- Purificación de D1D2 y D1D2Fc a través de la secuencia 
de polihistidinas. 
 
Para la purificación de las proteínas de ICAM-1 se aprovechó el hecho de que 
presentaban en su extremo N-terminal una secuencia de polihistidinas, por lo que la 
purificación se llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad de metal inmovilizado 
(IMAC).  
 
La cromatografía de afinidad de metal inmovilizado se basa en el hecho de que una 
secuencia de aminoácidos (histidinas) que contienen un grupo quelante (imidazol) es 
capaz de unirse a un catión divalente (Níquel en este caso) inmovilizado en una resina 
mediante el agente quelante NTA (Ácido Nitrilotriacético) (Fig. 4.9). De este modo, se 
puede purificar la proteína mediante IMAC. 
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Fig. 4.9. Interacciones entre los residuos de la secuencia de polihistidinas (azul) y el Níquel 
(negro) inmovilizado en la matriz de NTA (rojo). 
 
 
Este método se basó en el protocolo descrito por Oganesyan [312] para la 
purificación de proteínas insolubles. Dicho protocolo es a su vez, una modificación del 
llamado “método de plegamiento asistido por chaperonas artificiales”, denominado así 
por imitar en cierto modo el funcionamiento del sistema de chaperonas GroEL/GroES 
de E. coli. A grandes rasgos, este método consiste en que la proteína, desnaturalizada y 
ya unida a la columna de afinidad, se pone en contacto con un detergente para evitar 
plegamientos incorrectos y la formación de agregados proteicos. A continuación, la 
columna se lava con ciclodextrina, la cual retira lentamente el detergente permitiendo el 
plegamiento paulatino de la proteína. 
 
 
4.5.3.1- Lisis de las bacterias y solubilización de los cuerpos de 
inclusión. 
 
Para purificar las proteínas D1D2 y D1D2Fc por el método de Oganesyan [312], las 
bacterias recogidas como se explicó anteriormente (sección 4.5.2), se resuspendieron en 
15 ml de cloruro de guanidinio 6 M pH 8 (Sigma) durante toda la noche a temperatura 
ambiente y con agitación para producir la rotura de las membranas celulares y la 
liberación del contenido citosólico.  
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Cuando las bacterias sintetizan algunas proteínas recombinantes (principalmente 
proteínas animales), se incorporan de forma insoluble en unas estructuras denominadas 
cuerpos de inclusión. Un modo de purificar estas proteínas consiste en aislar dichos 
cuerpos y solubilizarlos mediante cloruro de guanidinio, el cual solubiliza las proteínas 
por desnaturalización. Por lo tanto, aparte de romper la pared bacteriana y liberar así el 
contenido citoplasmático, el cloruro de guanidinio también sirvió para solubilizar las 
proteínas. 
 
 
4.5.3.2- Unión a la resina de Ni2+-NTA. 
 
Este lisado se centrifugó a 10.000 xg durante 30 min. para eliminar todo el material 
insoluble (DNA, membranas, etc.). Se recogió el sobrenadante y se añadieron 2 ml de la 
resina de Níquel (disolución 50% Ni-NTA + 50% disolvente, Qiagen) junto con 10 mM 
de imidazol (Panreac) y se incubaron durante 1 h. a temperatura ambiente con agitación 
suave. Este proceso favorece que las proteínas de ICAM-1, a través de su secuencia de 
polihistidinas, queden adheridas a la resina mientras que el resto de proteínas presentes 
en el sobrenadante no, por lo que se eliminaran a través de los primeros lavados de la 
columna (sección 4.5.3). 
 
Después, esta suspensión se centrifugó a 120 xg durante 3 min. a 4ºC para que la 
resina quedase depositada en el fondo. Se descartó entonces parte del sobrenadante y 
con el restante se resuspendió la resina y se añadió a una columna vacía (PolyPrep 
Chromatography columns, BioRad) y dejamos que la resina sedimentase durante 1 h. 
aproximadamente. 
 
 
4.5.3.3- Purificación y plegamiento en columna de afinidad de 
metal inmovilizado. 
 
Una vez que se descartó el volumen restante presente en la columna y la resina se 
encontraba empaquetada, se llevó a cabo la purificación de las proteínas D1D2 y 
D1D2Fc. Para ello, se realizaron lavados con 5 volúmenes de la resina compacta con las 
siguientes soluciones en el orden que se describe a continuación: 
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1º- Cloruro de guanidinio 6 M, imidazol 20 mM, β-mercaptoetanol 20 mM (sigma). 
Con este primer lavado creamos un ambiente reductor para eliminar los puentes 
disulfuro que se hayan podido crear entre residuos de cisteína de distintas proteínas a la 
vez que eliminamos aquellas proteínas que no se han unido a la resina y al mismo 
tiempo eliminamos posibles uniones inespecíficas.  
 
2º- Tampón A (Tris-HCl 20 mM pH 8, Sigma; NaCl 0,1 M), β-mercaptoetanol 20 
mM, Tritón X-100 0,1% (Sigma). Con este lavado se elimina el agente desnaturalizante 
(cloruro de guanidinio) en presencia de un detergente (Tritón X-100) que reduce la 
agregación de las proteínas y favorece el plegamiento intramolecular.  
 
3º- Tampón A, metil-β-ciclodextrina 5 mM (Sigma). La ciclodextrina actúa como 
una chaperona que se une a las proteínas y favorece su plegamiento eliminando el 
detergente.  
 
4º- Tampón A, NaCl 0,5 M para eliminar la ciclodextrina. 
 
5º- Tampón A, imidazol 500 mM para eluir las proteínas retenidas con 10 
volúmenes. 
 
 
Con todos estos lavados de la columna con los diferentes tampones conseguimos 
realizar el plegamiento de las proteínas de ICAM-1 en la propia columna y eliminar 
todas aquellas proteínas que no se habían unido a la columna así como aquellas que se 
hubieran adherido inespecíficamente. 
 
Durante la última etapa de elución, se recogieron fracciones de 500 µl y se 
analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (sección 4.8.2) seguida de la 
tinción por Coomassie (sección 4.8.5). Las fracciones con mayor concentración de 
proteína se juntaron, se pasaron por una columna de desalinización PD-10 (GE 
Healthcare) siguiendo las indicaciones del fabricante y se recuperó la proteína en PBS o 
HBS. Finalmente, la proteína se concentró en membranas de centrifugación a alta 
velocidad (4.000 xg, Millipore) hasta alcanzar una concentración aproximada de 1 
mg/ml, se esterilizó haciéndola pasar por un filtro de baja adherencia proteica de 0.22 
µm y se guardó a -20ºC.  
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4.6- Producción de D1D2Fc en Pichia pastoris X33. 
 
4.6.1- Transfección y selección de levaduras transfectadas. 
 
Esta parte del trabajo se realizó en colaboración con el Dr. Ramón Hurtado (BiFi). 
Para preparar las levaduras para la electroporación, se crecieron 5 ml de la cepa Pichia 
pastoris X33 en 50 ml de medio YPD en un matraz Erlenmeyer a 30ºC durante toda la 
noche. Después, pasamos 0,1-0,5 ml de este cultivo a un matraz Erlenmeyer que 
contenía 500 ml de medio YPD fresco y lo dejamos incubando (30ºC, agitación) hasta 
que la absorbancia a 600 nm (turbidez) fue de 1,3-1,5, momento en el que las levaduras 
se encuentran es su fase exponencial de crecimiento. Medimos la absorbancia tomando 
una alícuota del cultivo de 1 ml a una longitud de onda de 600 nm frente al blanco 
(medio YPD). 
 
El cultivo que se obtuvo se centrifugó a 1.500 xg durante 5 min., se eliminó el 
sobrenadante y se lavó el pellet formado dos veces con 500 ml de agua estéril fría y dos 
veces con sorbitol 1 M, primero con 20 ml y finalmente con 1 ml para resuspender las 
células y realizar la transfección. 
 
La transfección se llevó a cabo según las instrucciones del manual Invitrogen 
(EasySelect™ Pichia Expression Kit for expression of recombinant proteins using 
pPICZ and pPICZα in Pichia pastoris). Para llevar a cabo la transfección por 
electroporación, 80 µl de células P. pastoris X33 se mezclaron con 5-10 µg del 
plásmido linearizado pPICZα con la enzima de restricción PmeI (Takara) y se transfirió 
esta mezcla de células y DNA a una cubeta de electroporación (Biorad) de 0,2 cm la 
cual se mantuvo en hielo 5 min. Transcurrido este tiempo, se electroporaron las células 
por medio de un electroporador Gen pulser (Biorad) con los siguientes parámetros: 
voltaje de 1.500 V y capacitancia de 25 µF. Al utilizar estas condiciones se logró un 
pulso de 5-10 ms con una fortaleza de 7.500 V/cm. Posteriormente, se añadió 1 ml de 
sorbitol 1 M frío a la cubeta y se transfirió todo su contenido a un tubo de 15 ml el cual 
se incubó 1 o 2 h. a 30ºC sin agitación. Transcurrido este tiempo se plaquearon 10, 25, 
30, 100 y 200 µl en placas separadas de YPD suplementadas con zeocina 100 µg/ml. 
Las placas se incubaron 10 días a 30ºC de temperatura hasta la aparición de los 
transfectantes. También se sembró un control negativo con células sin transfectar.  
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4.6.2- Análisis de sobreexpresión. 
 
Antes de empezar con la purificación, debemos comprobar que las levaduras 
realmente sobreexpresaban D1D2Fc como proteína. 
 
A partir de una colonia se inició un cultivo de 100 ml de medio BMGY y se incubó 
a 30ºC con agitación hasta que el cultivo alcanzó una absorbancia a 600 nm de 
aproximadamente de 2 a 6. Se recogieron las células por centrifugación a 1.500-3.000 
xg durante 5 min. a temperatura ambiente. Para inducir la expresión, se decantó el 
sobrenadante y se resuspendió el sedimento celular en 100 ml de BMMY y se volvió a 
incubar en las mismas condiciones utilizadas anteriormente. Pasadas las 24 h., se 
adicionó metanol a una concentración final de 0,5% durante 48 h. Esta etapa es muy 
importante ya que sino no se sobreexpresa la proteína. Una vez crecidas las levaduras se 
recogió el sobrenadante y se filtró con filtros de 0,45 µm y de 0,22 µm. 
 
A continuación se separaron las proteínas mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida (sección 4.8.2). Finalizada la electroforesis teñimos el gel con azul de 
Coomassie (sección 4.8.5). 
 
 
4.7- Producción de D1D2 y D1D2Fc en HEK 293T. 
 
4.7.1- Transfección mediante el método de fosfato de calcio 
con el tampón HEPES. 
 
La transfección con fosfato de calcio se usó por primera vez para introducir DNA 
de adenovirus en células de mamífero [313]. Posteriormente, se encontró la posibilidad 
de integrar DNA exógeno en los cromosomas de mamíferos utilizando esta técnica 
[314]. La transfección con fosfato de calcio ha ido evolucionado, en particular, respecto 
a añadir soluciones salinas tamponadas con HEPES a cloruro de calcio. En este 
protocolo, el DNA plasmídico se introduce en los cultivos de monocapas de células a 
través de un precipitado que se adhiere a la superficie celular. La solución tamponada 
con HEPES se utiliza para formar este precipitado de fosfato de calcio que está 
recubriendo las células directamente. 
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Para llevar a cabo la transfección con dicho método, se sembraron las células HEK 
293T un día antes a una densidad de 2,5-3,5x106 células en placas de 10 cm de 
diámetro en medio OptiMEM (GibcoTM, Invitrogen Corporation). Con ello se 
consigue aproximadamente el 60-70% de confluencia celular el día de la transfección. 
Una hora antes de la transfección, se lavaron las células con PBS con calcio para evitar 
que se despegasen de la placa y se añadió 10 ml de medio nuevo con cloroquina 25 µM 
(Sigma). Esta última inhibe la acidificación de los lisosomas, reduciendo la digestión 
del complejo DNA-fosfato de calcio que entre en la célula. En el momento de la 
transfección, se burbujearon 10 µg de plásmido con 500 µl de CaCl2 0,25 M mientras se 
añadía gota a gota 500 µl de HBS 2X (HEPES 50 mM, Sigma; NaCl 274 mM; 
Na2HPO4 1,5 mM) a pH 7 en un tubo de 15 ml. Esta mezcla se incubó durante 10 min. a 
temperatura ambiente y se añadió gota a gota a la placa de células HEK 293T en 
agitación. Después se incubaron a 37ºC durante al menos 6 h. y tras este tiempo se 
sustituyó el medio por 10 ml de medio OptiMEM y se incubaron las placas a 37ºC con 
5% CO2 durante 48 h. 
 
 
4.7.2- Transfección mediante el método de fosfato de calcio 
con el tampón BES. 
 
En segundo lugar, se realizó otro método de transfección con fosfato de calcio 
modificado. En esta ocasión, se utilizó como tampón la solución BBS (ácido N, N-
bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfónico 50 mM (BES), Calbiochem-Novabiochem; 
NaCl 280 mM, Na2HPO4 1.5 mM pH 6,95) en vez del tampón HBS. Este método 
parece proporcionar una mayor efectividad en la transfección, ya que favorece la 
formación gradual en el medio de las partículas de fosfato de calcio que se irán 
depositando sobre la superficie de las células [315].  
 
En este caso, se realizó el mismo protocolo utilizado anteriormente (sección 4.7.1) 
pero utilizando la solución BBS en vez de HEPES.  
 
 
 
 
 
Materiales y métodos  
114 
4.7.3- Transfección con el reactivo PEI. 
 
El polímero catiónico polietilenimina (PEI) es un vector versátil para la entrega de 
genes que firmemente condensa el DNA plasmídico y es capaz de promover la entrega 
de transgenes al núcleo de células de mamífero [316]. Un estudio meramente 
mecanicista [317] ha demostrado que los complejos de DNA-lípido catiónico pueden 
acoplar e interactuar con proteoglicanos expresados en la superficie de células de 
mamíferos, promoviendo su captación intracelular, una ruta posible que también podría 
ser seguida por complejos de DNA-PEI. La alta eficiencia de transfección de PEI in 
vitro se ha atribuido a su capacidad de actuar como una esponja de protones que 
amortigua el pH bajo en los compartimentos endolisosomales y potencialmente induce 
rupturas de la membrana endolisosomal, lo que resulta en la liberación del complejo 
DNA-PEI en el citoplasma [318]. 
 
En este caso, las células HEK 293T se sembraron un día antes a una densidad de 
5x106 células en placas de 10 cm de diámetro en medio OptiMEM. Con ello se 
consigue aproximadamente el 90% de confluencia celular el día de la transfección. Se 
añadieron 5 ml de medio OptiMEM justo antes de llevar a cabo el procedimiento y en 
un tubo de 15 ml se añadieron 5 ml de medio OptiMEM junto con: 45 µg de plásmido + 
67,5 µl de una disolución de PEI 1 mg/ml filtrada y ajustada a pH 7 para una relación 
DNA/PEI de 1:1,5. Se burbujeó la mezcla y se dejó incubando durante 15 min. a 
temperatura ambiente. A continuación, se añadieron los 5 ml gota a gota sobre las 
placas en agitación. Posteriormente, se incubaron las placas 48 h. a 37ºC con 5% CO2. 
 
Para los tres métodos, dada la importancia de la calidad del DNA en este proceso, 
en todas las transfecciones se utilizó una relación de pureza de DNA A260/A280 y 
A260/A230 ≥ 2. A las 48 h. de incubación, se despegaron las células con tripsina, se 
homogeneizaron bien, se evaluó la viabilidad celular y se cuantificó la eficiencia de la 
transfección mediante citometría de flujo. 
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4.7.4- Cromatografía de afinidad en Sepharosa 4B-azul de 
cibacrón.  
 
Una vez llevada a cabo la producción de las proteínas D1D2 y D1D2Fc en las células 
HEK 293T, se llevó a cabo su purificación. Para ello, el sobrenadante de estas células 
se hizo pasar por la columna de IMAC y se eluyeron y purificaron las proteínas 
retenidas con imidazol 500 mM (sección 4.5.3.3).  
 
Para eliminar la contaminación de albúmina de las muestras purificadas de 
proteínas, éstas se pasaron a través de una columna de cibacrón. Para ello, las muestras 
dializadas en el tampón de lavado (Tris-HCl 0,05 M, NaCl 0,02 M pH 7,5) se aplicaron 
a una columna de sepharosa 4B unida a azul de cibacrón de 10x2 cm previamente 
equilibrada en el mismo tampón. La columna se lavó con este mismo tampón de lavado 
donde se recogieron las proteínas. Para regenerar la columna y eliminar la albúmina 
retenida, la columna se lavó con NaSCN 0,2 M.  
 
A continuación, el lavado se analizó por electroforesis en gel de poliacrilamida al 
12% (sección 4.8.2). 
 
 
4.8- Análisis de proteínas. 
 
4.8.1- Extracción y fraccionamiento de lisados celulares. 
 
Tras obtener una alícuota del cultivo bacteriano y resuspenderla en 200 µl, se 
añadieron 10 µl a un tubo eppendorf nuevo y se le añadieron 5 µl de de tampón de carga 
3X (Tris-HCl 150 mM pH 7,4; dodecilsulfato de sodio 3% (SDS), Merck; molibdato de 
sodio 0,3 mM, Sigma; pirofosfato de sodio 30 mM, Sigma; fluoruro de sodio 30 mM, 
Sigma; glicerol 30% (v/v); 2-β-mercaptoetanol 30% (v/v); azul de bromofenol 0,06% 
(p/v), Sigma). Estos lisados celulares se calentaron a 100ºC durante 5 min. en un baño 
seco (Selecta), se centrifugaron a 21.000 xg durante 30 seg. en una microcentrífuga y se 
cargaron en los geles de electroforesis de SDS-poliacrilamida o bien fueron 
conservados a -20ºC para su uso posterior. 
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4.8.2- Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. 
 
La separación de las proteínas celulares en función de su peso molecular se realizó 
por electroforesis en geles verticales discontinuos de SDS-poliacrilamida (8x8 cm) al 
12% con SDS 0,1%. El gel superior (gel concentrador o “stacking gel”) se preparó de 
alrededor de 2 cm de longitud, mientras que el gel inferior (gel separador o “resolving 
gel”) tiene unos 8 cm de longitud. La composición química se describe en la Tabla 4.2. 
 
Las electroforesis se realizaron en cubetas de Mini PROTEAN Tetra Cell (BioRad) 
con 1 L de tampón de electroforesis (Tris-HCl 250 mM; glicina 1,8 M, Panreac; SDS 
0,1% (p/v)). Una vez hervidos los extractos celulares durante 5 min. en un baño seco, se 
centrifugaron a 21.000 xg durante 60 seg. en una microcentrífuga antes de cargarlos en 
el gel concentrador. Se cargaron 7 µl de marcador de pesos moleculares (SpectraTM 
Multicolor Broad Range Protein Ladder, Fermentas). Las electroforesis se realizaron a 
un voltaje de 180 V y 20 mA durante 1 h. 
 
Reactivos Gel 
concentrador 
Gel separador 
12% 
30% Acrilamida/Bisacrilamida (BioRad) 325 µl 2.000 µl 
Tris-HCl 0,5M pH 6,8 630 µl / 
Tris-HCl 3M pH 8,8 / 1.250 µl 
Agua destilada 1.500 µl 1.670 µl 
Dodecilsulfato de sodio (SDS) (Merck) 0,0373% 25 µl 50 µl 
Persulfato amónico, (Serva, Heidelberg, Alemania) 100 µl 100 µl 
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) (Sigma) 10 µl 10 µl 
 
Tabla 4.2. Composición química de los geles de electroforesis. 
 
 
4.8.3- Transferencia de proteínas a membranas de PVDF. 
 
Las proteínas separadas en el gel se transfirieron a membranas de PVDF 
(PolyVinyliDene Fluoride, Amersham Hybond, GE Healthcare) según el método 
descrito previamente [319]. Finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a 
membranas de PVDF, para lo cual, previamente la membrana se incubó 30 seg. con 
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metanol (grado HPLC, Panreac). La transferencia se realizó en un equipo de 
transferencia semiseca (BioRad) a 20 V y 400 mA durante 55 min. en tampón de 
transferencia (Tris-HCl 48 mM pH 8,3; glicina 39 mM; SDS 0,0373%; metanol 20%). 
La eficacia de la transferencia se comprobó tiñendo las membranas con Rojo Ponceau 
(0,1% en ácido acético glacial al 5%, Panreac). 
 
 
4.8.4- Análisis de proteínas mediante inmunotransferencia 
(Western Blotting) y detección de los inmunocomplejos. 
 
Las membranas de PVDF con las proteínas celulares fijadas se bloquearon con 
leche desnatada en polvo al 5% (p/v) disuelta en tampón B (Tris-HCl 10 mM pH 8; 
NaCl 0,12 M; Tween-20 0,1%, Sigma; timerosal 0,1 g/L, Merck) durante unos 30 min. 
 
La detección de proteínas concretas se realizó con la ayuda de anticuerpos 
específicos y los marcadores de pesos moleculares coloreados sirvieron para calcular 
los pesos moleculares relativos de las proteínas detectadas. 
 
La incubación con el anticuerpo primario específico para detectar la proteína 
deseada se realizó en tampón B con un 2% de leche desnatada en polvo durante toda la 
noche a 4ºC y con agitación suave, a una concentración determinada para cada 
anticuerpo utilizado (Tabla 4.3). Tras esta incubación, se realizaron tres lavados de 15 
min. en agitación con tampón B. Posteriormente, se realizó la incubación con el 
anticuerpo secundario correspondiente, según la especie de origen del anticuerpo 
primario, conjugado con peroxidasa (Sigma) a una dilución de 1/20.000 en una 
disolución de tampón B al 2% de leche desnatada en polvo. La incubación con el 
anticuerpo secundario se mantuvo durante 1-2 h. a temperatura ambiente y en agitación 
suave, tras lo cual se realizaron tres nuevos lavados de 15 min. con tampón B para 
eliminar el exceso de anticuerpo. 
 
La detección de los complejos se llevó a cabo mediante revelado por 
quimioluminiscencia (ECL). Esta técnica se basa en la detección de la luz emitida por la 
oxidación de un sustrato quimioluminiscente por parte de la peroxidasa. Esta luz fue 
captada por películas fotográficas (High performance chemiluminescence film, GE 
HealthCare) en oscuridad y previa incubación de las membranas con Immobilon 
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Western Reagent (Millipore) durante 90 seg. Los tiempos de exposición de la película a 
la membrana variaron desde unos segundos hasta varios minutos dependiendo del 
anticuerpo, aunque no es conveniente utilizar un tiempo de revelado muy largo debido 
al aumento de coloración inespecífica. La exposición de las películas se llevó a cabo 
dentro de un cassette de revelado radiológico (HypercassetteTM, Amersham 
Bioscience) y en un cuarto oscuro con iluminación adecuada para revelado fotográfico. 
Las películas se revelaron, tras la exposición, mediante inmersión en soluciones de 
revelador - agua destilada - fijador, variando el tiempo en solución de revelador según 
la señal obtenida. La preparación de las soluciones de revelador (Sigma) y fijador 
(Kodak) se realizó siguiendo las indicaciones del fabricante. 
 
Anticuerpo Características Dilución Casa comercial 
ICAM-1 mc, ratón 1/1.000  BD 
His-Tag mc, ratón 1/1.000 Novagen 
 
Tabla 4.3. Anticuerpos utilizados. mc: monoclonal. 
 
 
4.8.5- Análisis de proteínas mediante tinción con azul de 
Coomassie. 
 
La expresión de proteínas puede analizarse también tiñendo directamente el gel de 
poliacrilamida con azul de Coomassie. Para ello, el gel se incubó aproximadamente 
durante 4 h. con la solución de tinción (azul de Coomassie 0,5 g/L, Sigma; ácido 
acético glacial 6%, metanol 45% (Scharlab)) que se une a las proteínas, se lavó durante 
varias horas con un decolorante (ácido acético glacial 10%; metanol 25%; glicerol 2%) 
mediante sucesivos cambios hasta que el gel recuperó su color inicial. Finalmente, se 
dejó durante al menos 24 h. en una solución de preservación (metanol 70%; glicerol 
3%). Todos estos pasos se realizaron con agitación suave a temperatura ambiente.  
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4.8.6- Análisis de proteínas mediante tinción con plata. 
 
La pureza de las proteínas también se analizó a través de la tinción del gel de 
poliacrilamida con plata utilizando el kit de Amersham-Biosciences (PlusOneTM Silver 
Staining kit) con algunas modificaciones. Tras acabar el recorrido electroforético, los 
geles se sumergieron durante al menos 30 min. a temperatura ambiente o durante toda 
la noche a 4ºC en una solución de etanol 40% y acido acético glacial 10% para el fijado 
de las proteínas. Posteriormente, se incubaron 30 min. en etanol 30%, tiosulfato sódico 
0,2% (p/v) y acetato sódico 6,8% (p/v). Tras lavar tres veces durante 5 min. cada vez 
con agua destilada, se incubaron con una disolución que contenía nitrato de plata al 
0,25% (p/v) durante 20 min. y se volvieron a lavar dos veces durante 1 min. cada vez 
con agua destilada. Finalmente, los geles se revelaron durante 2-5 min. con una 
disolución que contenía carbonato sódico 2,5% (p/v) y formaldehído 0,02% (37% p/v). 
La reacción se paró incubando los geles en EDTA-Na2 al 1,5% (p/v) durante 10 min. A 
continuación, se realizaron tres lavados de 5 min. cada uno con agua destilada. Para la 
conservación final del gel, se dejó durante al menos 24 h. en una solución de 
preservación (metanol 70%, glicerol 3%). Todos estos pasos se realizaron con agitación 
suave a temperatura ambiente.  
 
 
4.9- Análisis de la conformación estructural de D1D2 y 
D1D2Fc. 
 
4.9.1- Ensayo de dicroísmo circular. 
 
El dicroísmo circular (CD) es una de las técnicas más sensibles para determinar la 
estructura secundaria y terciaria de proteínas y monitorizar cambios en dicha estructura. 
Es el puente de unión entre la secuenciación (estructura primaria) y las técnicas 
cristalográficas o RMN (estructura terciaria). 
  
Los espectros de dicroísmo circular se obtuvieron en los laboratorios del Instituto 
BiFi de la Universidad de Zaragoza con la ayuda del Dr. Adrián Velázquez en un 
espectropolarímetro Chirascan (Applied Photophysics). Se registraron espectros en la 
región del ultravioleta lejano (200-250 nm) con una concentración de proteína de 6 µM 
en PBS y una velocidad de barrido de 1 nm/s. La temperatura fue controlada por un 
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controlador Peltier. Se empleó una cubeta de cuarzo de 0,1 cm de paso óptico. Se 
utilizó como blanco una disolución de PBS y, después de restar el espectro del 
disolvente, la señal de dicroísmo circular se convirtió en elipticidad molar por residuo 
(millidegree M-1 cm-1). 
 
 
4.9.2- Ensayo de fluorescencia intrínseca de triptófanos. 
 
Las muestras de proteínas se caracterizaron por espectroscopía de fluorescencia 
usando un espectrofluorómetro Cary Eclipse (Varian, Palo Alto, CA) termostatizado 
por una unidad de control de temperatura Peltier, empleando la emisión de 
fluorescencia a partir de los residuos de triptófanos internos o de la sonda extrínseca 
ANS (ácido 8-anilino-1-naftalén sulfónico). La intensidad de fluorescencia a una 
determinada longitud de onda, Iλ, o la energía media del espectro: 
 
 
 
 
 
se consideró como la señal informante. Las muestras de proteínas fueron excitadas 
a 290 nm y 390 nm cuando se registraron los espectros de los triptófanos y/o el ANS 
respectivamente, con un ancho de ranura de 5 nm. 
 
Ensayos de desplegamiento térmico se llevaron a cabo a fin de evaluar la 
estabilidad estructural de las proteínas. Se utilizó un modelo de desplegamiento 
teniendo en cuenta un estado parcialmente plegado intermedio: 
 
 
 
donde T es la temperatura absoluta, S(T) es la intensidad de fluorescencia a una 
determinada longitud de onda o bien la energía media del espectro, IN, II y IU son las 
contribuciones intrínsecas a la fluorescencia de cada estado conformacional, que se 
supone que presentan una dependencia lineal con la temperatura: 
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y FN(T), FI(T) y FU(T) son la población fracción de cada estado conformacional 
(nativo, intermedio y desplegado) y se pueden expresar en términos de las constantes de 
equilibrio asociados con cada transición conformacional, K1(T) y K2(T): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las constantes de equilibrio son también dependientes de la temperatura: 
 
 
 
 
donde R es la constante de gas ideal, Tmi es la temperatura de desplegamiento (o 
mediados de transición), ∆Hi es la entalpía de desplegamiento, y ∆CPi es la capacidad 
calorífica de desplegamiento para cada transición i. Análisis de los datos con regresión 
cuadrada no lineal aplicado en Origin 7.0 (OriginLab) proporcionó los parámetros de 
desplegamiento (Tmi, ∆Hi, y ∆CPi) para ambas proteínas, D1D2 y D1D2Fc. 
 
 
4.9.3- Ensayo de RMN. 
 
Esta parte del trabajo se ha llevado a cabo con el Dr. Francisco Blanco del Centro 
para Investigación Cooperativa en Biociencia (CIC bioGUNE) de Bilbao. Los espectros 
se midieron en un espectrómetro Bruker Avance III con una criosonda a 25ºC.  
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4.10- Análisis de la afinidad de D1D2Fc por LFA-1. 
 
4.10.1- Ensayo de calorimetría de titulación isotérmica. 
 
Los experimentos de calorimetría de titulación isotérmica (ITC) fueron realizados 
en los laboratorios del Instituto BiFi de la Universidad de Zaragoza con la ayuda del Dr. 
Adrián Velázquez en un calorímetro VP-ITC (MicroCal, GE Healthcare) a 25ºC. Se 
prepararon muestras de 2,2 ml de proteína D1D2Fc 12 µM, 0,6 ml de péptido 150 µM en 
PBS y 3 ml de PBS. Las muestras fueron desgasificadas con una bomba de vacío 
durante 10 min. Con una jeringuilla de carga se lavó la célula de referencia con PBS y 
se inyectó cuidadosamente la solución de proteína en la célula. La jeringa de inyección 
se cargó con la solución de péptido. Cada ensayo consistió en la realización de una 
secuencia de 28 inyecciones (10 µl, excepto la primera de 4 µl, espaciadas 400 seg.) de 
solución de péptido sobre la disolución de proteína, manteniendo una agitación de 459 
r.p.m para garantizar una correcta homogeneización después de cada inyección. La 
señal de medida es la potencia térmica requerida para mantener la célula de medida a 
una temperatura constante, de modo que el equipo proporciona el calor asociado con 
cada inyección de ligando después de integrar en el tiempo dicha señal de medida. 
Mediante análisis de regresión no lineal se obtuvieron los parámetros termodinámicos 
de la interacción proteína-ligando: afinidad, entalpía y entropía de unión, además de la 
estequiometría. Los datos fueron analizados utilizando el software desarrollado e 
implementado en Origin 7.0. 
  
Los péptidos utilizados (GenScript) para la interacción con D1D2Fc pertenecen a la 
zona de unión de la cadena α (CD11a) de la integrina LFA-1. 
 
 Péptido 1: ITDGEATDSGNIDAAKDIIRYIIGI (CD11a237-261) 
 Péptido 2: FITC (Ahx)-DSGNIDAAKD (CD11a244-263) 
 Péptido 3: GVDVDQDGETELIGAPLFYGEQRG (CD11a441-465) 
 Péptido 4: FITC (Ahx)-APLFYGEQRG (CD11a456-465) 
 Péptido 5: ITDGEASDKGNISAAHDITRYIIGI (CD11a235-259) 
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4.10.2- Resonancia de plasmón superficial. 
 
Esta parte del trabajo se ha llevado a cabo en colaboración con el Dr. Arthur Chiou 
del Centro de Investigación de Biofotónica e Imagen Molecular en la Universidad 
Nacional de Yang-Ming de Taiwán. 
 
La interacción de LFA-1 con D1D2Fc inmovilizada fue estudiada por el biosensor 
BIAcore 3.000 (Biacore International SA, Neuchatel) con chips de la serie CM5 con 
dextrano carboximetilado unido covalentemente a la superficie de oro (espesor ¼ 50 
nm). La superficie del biosensor fue activada con 400 mM EDC/100 mM NHS (1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida/N-hidroxisuccinimida) durante 7 min. Con el fin 
de controlar la orientación de las proteínas de D1D2Fc en la superficie del biosensor, 25 
µg/ml de IgG anti-humana (Fc) se hizo fluir por el biosensor y se inmovilizó en el chip. 
D1D2Fc (40 µg/ml) fue entonces inyectado en el biosensor e inmovilizado sobre la 
superficie del biosensor para la posterior captura de LFA-1. En el análisis de afinidad 
de unión, LFA-1 (50, 100, 200, 250, y 300 nM) y péptidos derivados de LFA-1 
(CD11a237–261 y CD11a456–465) a la concentración de 250, 300, 350, 400, 450 y 500 nM 
se evaluó para su interacción con D1D2Fc inmovilizado en la superficie del biosensor. 
Para el análisis de inhibición de la interacción entre D1D2Fc y LFA-1, el péptido 
CD11a237–261 a 0,1, 1 y 6 µM fue cada concentración mezclada con 500 nM de LFA-1 e 
inyectado en el biosensor para interaccionar con D1D2Fc inmovilizado en la superficie 
del biosensor. La superficie del biosensor se regeneró con el tampón de regeneración 
(del kit de captura de anticuerpo humano: cloruro de magnesio 3 M). Todos los 
experimentos se repitieron 3 veces y el parámetro de afinidad (es decir, la constante de 
disociación KD) se dedujo con el software de análisis de BIAcore (BIA evaluation 
3.2RC1) basado en las curvas experimentales repetidas a cada concentración. 
 
 
4.11- Análisis de la actividad de D1D2 y D1D2Fc por  
LFA-1. 
 
4.11.1- Ensayo de adhesión de células B. 
 
La habilidad de D1D2Fc de inducir la adhesión de células no adherentes que 
expresan LFA-1 fue analizada usando la línea celular R69. Para ello, las células 
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humanas R69 fueron lavadas dos veces y diluidas en medio completo RPMI a una 
concentración final de 106 células/ml. Entonces, la activación de LFA-1 en estas células 
fue inducida con 10 ng/ml PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, Life Technologies) 
durante 2 h. a 37ºC y se incubaron a 37ºC durante 4 h. con distintas concentraciones de 
D1D2Fc previamente inmovilizado en los pocillos mediante incubación a 4ºC durante 
toda la noche. El ensayo de adhesión se realizó en placas de 96 pocillos de fondo plano 
con 105 células/pocillo en un volumen final de 100 µl. Como control positivo se utilizó 
una quimera ICAM-1-Fc comercial (R&D systems) y como control negativo IgG1 
humana (Enzo). Se observaron las células y las fotografías fueron tomadas bajo un 
microscopio óptico. Para cuantificar el número de células adheridas se utilizó el test 
colorimétrico de Mossman (sección 4.2.5).  
 
 
4.11.2- Ensayo de reconocimiento de LFA-1 en células T. 
 
La capacidad de D1D2Fc para cuantificar la expresión de LFA-1 en las células se 
analizó por citometría de flujo en la línea Jurkat y EL4. Estás células se incubaron con 
diferentes concentraciones de D1D2Fc o IgG1 humana como control a 4ºC durante 30 
min., se lavaron dos veces con tampón FACS (PBS, SFB 5%, NaN3 0,1%) y luego se 
incubaron con un anticuerpo anti-humano IgG conjugado con PE (ficoeritrina, Fcγ 
fragmento específico; Jackson ImmunoResearch). Después de una etapa de lavado con 
tampón FACS, las células se analizaron mediante FACS utilizando un FACSCalibur 
con software CellQuest Pro (BD) y el tratamiento de los datos se realizó con el 
programa Weasel. 
 
 
4.11.3- Ensayo de adhesión de monocitos/macrófagos 
humanos y de ratón. 
 
Una vez que los monocitos se diferenciaron a macrófagos (sección 4.2.9 y 4.2.10), 
las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con tripsina a 37ºC y 5% CO2 
durante 30 min. Después de eso, las células se rasparon suavemente de la placa y se 
resuspendieron a una concentración final de 106 y 5x106 células/ml en medio completo 
RPMI para los macrófagos y los monocitos respectivamente. Posteriormente, se 
añadieron 105 macrófagos y 5x105 monocitos recién aislados de PBMC a cada pocillo y 
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se incubaron con diferentes concentraciones de D1D2 y D1D2Fc, y con 20 µg de IgG1 
humana y lovastatina 100 µM como controles a 37ºC y 5% CO2 durante toda la noche. 
Al día siguiente, cada pocillo se lavó dos veces con PBS y se añadió medio completo 
RPMI. Para cuantificar el número de células adherentes se utilizó el ensayo 
colorimétrico MTT (sección 4.2.5). 
 
Fotografías del proceso de diferenciación fueron tomadas con un microscopio 
óptico. Para inmunofenotipar los monocitos y los macrófagos diferenciados, las células 
se analizaron mediante FACS a través de varios anticuerpos monoclonales: anti-
humano HLA-DR-PE, CD14-FITC, ICAM-1-FITC, LFA-1-APC, y anti-ratón CD11b-
APC, CD11c-PE, y sus respectivos isotipos control de ratón IgG1-APC/FITC/PE y anti-
rata IgG2 (BD Pharmingen).  
 
 
4.11.4- Ensayo de agregación de células humanas y de 
ratón.  
 
La capacidad de los péptidos humanos y de ratón de LFA-1 y de las proteínas D1D2 
y D1D2Fc de inhibir la agregación homotípica de células se analizó mediante el uso de 
células esplénicas de ratón y de la línea celular humana R69.  
 
Para obtener las células de ratón, los ratones C57BL6 fueron sacrificados por 
dislocación cervical, se extirparon quirúrgicamente los bazos y se aislaron los 
esplenocitos. Después, estas células se pasaron a través de un tamiz de nylon de 100 µm 
para eliminar cualquier rastro de los tejidos y los eritrocitos se lisaron con el tampón de 
lisis de eritrocitos (NH4Cl 154 mM, Panreac; KHCO3 10 mM, Panreac; EDTA 0,1 mM 
pH 7,4), lo dejamos incubar durante 10 min. a temperatura ambiente, tiempo tras el cual 
se añadió 10 ml de medio y se centrifugó a 400 xg durante 5 min., desechando el 
sobrenadante. Una vez eliminados los eritrocitos, las células se pasaron a través de un 
tamiz de nylon de 100 µm de nuevo para eliminar cualquier rastro de tejidos y se 
resuspendieron en medio RPMI con 10% SFB decomplementado a una concentración 
final de 106 células/ml. Entonces, la activación de LFA-1 fue inducida por 10 µg/ml de 
PHA-M (fitohemaglutinina-M, Life Technologies) y 1 µg/ml ionomicina (Life 
Technologies). Al mismo tiempo, las células se incubaron a 37ºC y 5% CO2 durante la 
noche en placas de 96 pocillos de fondo plano en el que se añadieron 105 células por 
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pocillo en presencia de péptidos de LFA-1 y c-Myc (secuencia EQKLISEEDL) a 250 
µM, D1D2, D1D2Fc e IgG1 humana a 10 µg, EGTA 1 mM (Panreac) y lovastatina 100 
µM (Selleckchem).  
 
En el caso de las células humanas R69, las células se lavaron dos veces en medio 
completo RPMI y se resuspendieron a una concentración final de 106 células/ml. 
Entonces, la activación de LFA-1 se indujo mediante la incubación de las células con 
10 ng/ml de PMA durante 2 h. a 37ºC. Las células se pipetearon varias veces para 
romper cualquier agregado preexistente. Posteriormente, las células se incubaron a 37ºC 
durante 6 h. en placas de 96 pocillos de fondo plano en el que se añadieron 105 
células/pocillo en presencia de péptidos derivados de LFA-1 y c-Myc a 250 µM, las 
proteínas D1D2, D1D2Fc e IgG1 humana a 10 µg, EGTA 1 mM y lovastatina 100 µM.  
 
En ambos ensayos, un ensayo de agregación cualitativo se llevó a cabo como se 
describe en [320, 321] con una ligera modificación. En cada caso, al control positivo de 
células estimuladas se le asignó arbitrariamente un índice de agregación de 10, que 
representa el porcentaje de agregación entre 90 y 100. Las muestras de ensayo se 
clasificaron de 1 a 10 en base al grado de agregación relativa a las muestras estimuladas 
y a las tratadas con lovastatina. Los resultados fueron verificados por un segundo 
observador. 
 
 
4.12- Desarrollo del biosensor basado en FRET. 
 
Para el desarrollo del biosensor de fluorescencia, previamente derivatizamos la 
proteína D1D2Fc. Para ello, el fluoróforo modificado de FITC (isotiocianato de 
fluoresceína) 5-carboxifluoresceína succinimidil éster (Invitrogen) se conjugó con el 
linker Tris-NTA (Toronto Research Chemicals) en una proporción 5:1 respectivamente 
durante 2 h. a 4ºC en agitación en HBS (HEPES 20 mM y NaCl 150 mM pH 8). 
Posteriormente, a esta mezcla se adicionó la proteína D1D2Fc en una relación 1:10 en 
presencia de NiSO4 (Sigma). Esta mezcla se incubó durante toda la noche a 4ºC con 
agitación suave. Al día siguiente, el exceso de reactantes se eliminó pasando dos veces 
por una columna de sephadex G25 (GE Healthcare). La comprobación de la eficiencia 
del grado de marcaje de la proteína D1D2Fc se realizó a partir del eluido de la columna 
mediante espectrofotometría (UV-VIS Recording Spectrophotometer Shimadzu) con el 
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programa UV Probe version 2.21. La eficiencia del marcaje fue determinada utilizando 
la ley de Lambert-Beer usando ε500 = 78.600 M-1cm-1 y ε280 = 53.120 M-1cm-1 para el 
fluoróforo y la proteína respectivamente y un factor de corrección de 0,35 para el FITC. 
 
Para la comprobación del efecto FRET y su inhibición, se utilizó el fluorímetro 
Horiba Jobin Yvon FluoroMax-P con el programa Instrument Control Center version 
2.2.13. Para ello, todas las diluciones y combinaciones de fluoróforos FITC y TMRE 
(Tetrametilrodamina etiléster, Molecular Probes, Invitrogen), péptido TMRE-CD11a237-
261 (China Peptides), proteína derivatizada e inhibiciones del efecto FRET producido 
por incubaciones con los péptidos CD11a237-261 y CD11a456-465 en ratios 1:1 y 1:10, se 
realizaron en tampón HBS. 
 
 
4.13- Ratones. 
 
Para los experimentos realizados en este trabajo se utilizaron ratones de la estirpe 
C57BL/6 wild-type de entre 5-7 semanas de edad. Estos ratones se han mantenido y 
criado en condiciones libres de patógenos en el animalario del Centro de Investigación 
y Tecnología Agroalimentaria (CITA) del Gobierno de Aragón. En estas instalaciones, 
los ratones fueron mantenidos a 22ºC y 35% de humedad en ciclos de 12 h. de luz-
oscuridad. Cada jaula contenía lecho de virutas de madera de álamo (Capsumlab), 
material de nidificación (papel picado) y la comida (Harlan Laboratories) y el agua se 
proporcionaron ad libitum.  
 
Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo el proyecto de licencia PI 33/13 
aprobado por el Comité Ético Asesor (CEA) para la experimentación animal de la 
Universidad de Zaragoza. El cuidado y uso de animales se realizaron de acuerdo con la 
Política Española de Protección Animal RD53/2013, el cual reúne la Directiva de la 
Unión Europea 2010/63 en relación a la protección de los animales utilizados para fines 
científicos y experimentales. 
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4.14- Obtención de células citotóxicas.  
 
4.14.1- Generación in vitro de células NK. 
 
Para la generación de células NK, estas debían aislarse a partir de células 
mononucleares de sangre periférica humana (PBMCs) las cuales, se obtuvieron de 
donantes sanos (Banco de Sangre y Tejidos de Aragón, Aprobado por la CEICA, 
cantidad: CIPI 11/006) utilizando Ficoll-Paque PLUS. Para ello, un volumen de sangre 
se diluyó en 10 volúmenes de PBS. La mezcla correspondiente se añadió despacio, con 
cuidado de no mezclar las fases, sobre un volumen equivalente de Ficoll-Paque. Se 
centrifugó a 500 xg durante 35 min. sin freno y posteriormente se recuperó con mucho 
cuidado el anillo que se encuentra en la interfase, correspondiente a los linfocitos 
(PBLs). Posteriormente se lavó tres veces con PBS. 
 
Tras obtener el conjunto de los PBLs, se llevó a cabo la activación de estas células 
para, tras 5 días de incubación, obtener células NK activadas. Para ello, estas células 
fueron activadas con la ayuda de las células estimuladoras R69 [322]. Estas células en 
medio RPMI con 10% SFB decomplementado se trataron previamente durante 90 min. 
a una concentración de 25 µg/ml de mitomicina C (Sigma). Después se llevaron a cabo 
dos fases de lavado con medio RPMI con 10% SFB decomplementado con el fin de 
eliminar los restos de mitomicina C, y se incubó durante al menos 30 min. a 37ºC. 
 
Una vez que se eliminó la mitomicina C, se incubaron los PBLs con las células 
estimuladoras a una densidad de 106 y 105 células/ml respectivamente en medio RPMI 
con 10% SFB decomplementado. A los 5 días de activación, estas células se 
centrifugaron a 400 xg durante 5 min.  
 
Generalmente se incubaron 50x106 PBLs en frascos de cultivo de 75 cm2. 
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4.14.2- Generación in vivo de Linfocitos T Citotóxicos (CTLs) 
específicos para epítopos virales. 
 
En algunos experimentos de este trabajo se han utilizado linfocitos T citotóxicos 
(CTLs) generados in vivo específicos para la cepa WE del virus de la 
linfocoriomeningitis de ratón (LCMV) [323]. 
 
Para obtener estas células, los ratones se inocularon por vía intraperitoneal (ip.) con 
105 unidades formadoras de placa (pfu) del virus LCMV-WE en 200 µl de RPMI 
suplementado con 2% SFB decomplementado de acuerdo con los protocolos 
establecidos [324]. Al 8º día después de la infección, los ratones se sacrificaron por 
dislocación cervical, se extrajo quirúrgicamente el bazo y se aislaron los esplenocitos 
(células del bazo) como se describe a continuación: los bazos extraídos del ratón se 
depositaron en una placa de 6 pocillos con 5 ml de medio RPMI con 5% SFB. A 
continuación, se extrajeron las células presionando los bazos con el émbolo de una 
jeringuilla estéril y se pasó esta mezcla por un filtro de nylon de 100 µm para eliminar 
cualquier resto de tejido. El pocillo se lavó con otros 5 ml de RPMI con 5% SFB que se 
volvieron a pasar por el filtro de nylon, recogiendo el contenido en un tubo estéril de 
fondo cónico de 50 ml. Estos esplenocitos se centrifugaron a 400 xg durante 5 min.  
 
 
4.14.3- Separación de poblaciones celulares mediante MACS 
(separación celular basada en campos magnéticos). 
 
En los apartados anteriores hemos descrito la obtención de una población de células 
mixta de la cual nos interesaba estudiar una población concreta. Para ello, se separaron 
las células de interés mediante anticuerpos unidos a microesferas metálicas y 
posteriormente se seleccionaron en columnas colocadas en el interior de un campo 
magnético. Tanto las columnas como los anticuerpos utilizados provinieron de Miltenyi 
Biotec. El tampón utilizado para el marcaje y la separación (tampón MACS) estaba 
compuesto por PBS con SFB 0,5% y EDTA 2 mM. 
 
Para separar los CTLs de ratón, utilizamos el anticuerpo anti-CD8a unido a bolitas 
magnéticas, y en el caso de las NKs humanas utilizamos el anticuerpo anti-CD56. Así 
pues, se resuspendió el pellet de los esplenocitos de ratón y los PBLs humanos en 
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tampón MACS a una densidad de 107 células en 80 µl de tampón y se añadió 20 µl de 
anticuerpo. Las células se incubaron 15 min. a 4ºC y después se lavaron con tampón 
MACS. La separación se llevó a cabo en columnas LS según las instrucciones del 
fabricante. 
 
 
4.14.4- Marcaje de las células citotóxicas con sondas 
fluorescentes. 
 
Para los experimentos de citotoxicidad, en los que analizamos parámetros de 
apoptosis en las células diana mediante citometría de flujo, necesitamos separar, 
durante el análisis, esta población de células efectoras. Para ello, marcamos las células 
efectoras con una sonda fluorescente que emite en una longitud de onda 
correspondiente al color verde (Cell Tracker Green, CTG, λabs = 492 nm, λem = 517 nm; 
Invitrogen). 
 
Así pues, las células efectoras se resuspendieron en un volumen tal de PBS para 
obtener una densidad de 2x106 células/ml y el marcaje se hizo de la siguiente manera: 
 
La sonda verde (CTG) se utiliza a 1 µM y las células se incuban 15 min. a 37ºC, 
seguido de una centrifugación (400 xg 5 min.) y tres ciclos de lavado con 5 volúmenes 
de medio RPMI con 10% SFB decomplementado, dejando las células 10 min. a 37ºC 
entre lavado y lavado.  
 
 
4.15- Experimentos de citotoxicidad in vitro.  
 
4.15.1- Citotoxicidad inducida por CTLs específicos para el 
virus LCMV. 
 
En los experimentos de citotoxicidad con CTLs de ratón, se han utilizado linfocitos 
generados in vivo específicos para el virus LCMV (sección 4.14.2). Dichos linfocitos 
reconocen péptidos derivados del virus cuando son presentados por el MHC-I de una 
célula diana, singénica con el ratón donde se han generado (H-2b). 
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Para la inducción de este tipo de muerte, los linfocitos obtenidos como se ha 
comentado anteriormente (sección 4.14.2), se purificaron por MACS (sección 4.14.3), 
y se marcaron con una sonda fluorescente (sección 4.14.4). Posteriormente, se 
resuspendieron en medio de ensayo (RPMI con 5% SFB decomplementado) y se 
preincubaron en presencia de varias concentraciones de D1D2, D1D2Fc, péptidos de 
LFA-1 y c-Myc a 250 µM, 15 µg de IgG1 humana y lovastatina 100 µM como controles 
durante 45 min. a 37ºC y 5% CO2. Las células EL4 fueron previamente incubadas 
durante 2 h. a 37ºC y 5% CO2 con 1 µM del péptido inmunodominante de LCMV, 
KAVYNFATM (gp33, NeoMPS) [325, 326]. Entonces, los CTLs fueron mezclados con 
las células diana EL4 en una ratio efector:diana 10:1 en placas de 96 pocillos de fondo 
redondo e incubadas 4 h. a 37ºC y 5% CO2. Como control, se incubaron las células 
diana y los CTLs en ausencia de gp33. Además, en ambos casos, las células diana se 
incubaron solas con los inhibidores para evaluar su posible toxicidad, que no fue 
significativa en ningún caso. 
 
 
4.15.2- Citotoxicidad mediada por células NK. 
 
En los experimentos de citotoxicidad con células NK, para la inducción de este tipo 
de muerte, las células NK como se ha comentado anteriormente (sección 4.14.1), se 
purificaron por MACS (sección 4.14.3) y se marcaron con una sonda fluorescente 
(sección 4.14.4). Posteriormente, se resuspendieron en medio de ensayo (RPMI con 5% 
SFB decomplementado) y se preincubaron en presencia de varias concentraciones de 
D1D2, D1D2Fc, péptidos de LFA-1 y c-Myc a 250 µM y 15 µg de IgG1 humana como 
controles durante 45 min. a 37ºC 5% CO2. Entonces, las NKs fueron mezcladas con las 
células diana K562 en una ratio efector:diana 3:1 en placas de 96 pocillos de fondo 
redondo e incubadas 3-4 h. a 37ºC y 5% CO2. Como control, las células diana se 
incubaron solas con los inhibidores para evaluar su posible toxicidad, que no fue 
significativa en ningún caso. 
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4.16- Determinación de la muerte celular por 
citometría. 
 
4.16.1- Análisis de la traslocación de fosfatidilserina. 
 
Una de las principales características del fenotipo apoptótico de una célula consiste 
en la traslocación de la fosfatidilserina (PS) de la cara interna de la membrana 
plasmática a la cara externa [327]. Para detectar esta proteína por citometría de flujo 
después de realizar un ensayo citotóxico, se realizó un marcaje extracelular utilizando 
anexina V (Immunostep), la cual presenta afinidad por la PS. La anexina V la hemos 
utilizado conjugada con diferentes moléculas fluorescentes: FITC (λabs = 490 nm, λem = 
514 nm), y DY634 (λabs = 635 nm, λem = 658 nm), todas ellas obtenidas de Inmunostep, 
al igual que el tampón para el marcaje de anexina V (Annexin Binding Buffer o ABB). 
 
El marcaje con anexina V se combinó con el marcaje con 7-AAD (7-amino-
actinomicina D, Inmunostep), una sonda que entra en las células que han perdido la 
integridad de su membrana plasmática. Este doble estudio permite distinguir las células 
apoptóticas (anexina V+/7-AAD-) de las necróticas (anexina V+/7-AAD+). La necrosis 
puede ser primaria o secundaria, detectada en ensayos in vitro debido a la inexistencia 
en el medio de macrófagos que fagociten los cuerpos apoptóticos. En este último caso, 
el fenotipo necrótico va precedido en el tiempo por la apoptosis. 
 
Para realizar el marcaje, las células se recogieron, se lavaron en PBS y se incubaron 
con 0,5 µg/ml de la anexina V conjugada con el fluorocromo adecuado en 100 µl de 
tampón ABB durante 15 min. en oscuridad.  
 
Las muestras se analizaron con un citómetro de flujo FACSCalibur de BD 
Biosciences y el tratamiento de los datos se realizó con el programa Weasel. 
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4.17- Desarrollo del sistema de detección de 
Aspergillus mediante ELISA.  
 
4.17.1- ELISA. 
 
Para la determinación de la presencia de bis(metil)gliotoxina (bmGT) en 
determinadas muestras, en primer lugar se inmovilizó el conjugado albúmina-
bis(metil)gliotoxina (albúmina-bmGT), generado en el laboratorio del Dr. Reinhard 
Wallich (Heidelberg, Alemania), en placas de 96 pocillos microtiter (Nunc Maxi sorb) a 
4ºC durante toda la noche en tampón de inmovilización (Na2CO3 50 mM, NaN3 0,02% 
pH 9,6 ajustado con NaHCO3). Al día siguiente, se lavaron los pocillos dos veces con 
tampón de lavado (Tween 0,1% en PBS) y se bloquearon los pocillos con albúmina 
(Sigma) al 1% en PBS durante 2 h. Posteriormente, se eliminó el liquido de los pocillos 
y se recubrieron con una solución de albúmina 1% y sucrosa 1% (Sigma) en PBS 
durante 2 h. Después se aspiraron los pocillos para eliminar cualquier resto de líquido, 
se plastificaron las placas para evitar la humedad y se almacenaron a 4ºC hasta su uso. 
 
Para detectar albúmina-bmGT, se incubó el anticuerpo anti-bmGT, generado en el 
laboratorio del Dr. Reinhard Wallich, con las muestras de suero durante 4 h. 
Posteriormente, esta mezcla se adicionó a los pocillos de la placa. Al cabo de 1 h., se 
descarto el líquido y se lavaron tres veces los pocillos con tampón de lavado. Después, 
los pocillos fueron recubiertos con una dilución de anticuerpo secundario conjugado 
con peroxidasa en PBS. A la hora, se lavaron los pocillos con tampón de lavado y se 
adicionó el sustrato 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB). Para detener la reacción, se 
adicionó el mismo volumen del tampón de parada (H2SO4 1,3 N, Panreac). Para 
determinar la señal, la placa fue leída en un lector de placas ELISA a 450 nm (Synergy 
HT SIAFRTD, BioTeck).  
 
 
4.18- Análisis estadístico de los datos. 
 
El análisis estadístico de la significancia de los datos se realizó mediante un análisis 
de varianza (ANOVA) empleando el programa GrandPath Prism 4.0. (GrandPath 
Software, Inc.). 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 4 
 
 
RESULTADOS Y 
DISCUSIÓN 
 
 
 
 
 
 
Los que aseguran que es imposible no deberían 
interrumpir a los que estamos intentándolo.  
 
Thomas Alva Edison. 
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5- ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN ICAM-1/LFA-1. 
 
5.1- Análisis de la expresión de ICAM-1 recombinante 
en diferentes modelos de expresión.  
 
Actualmente, se pueden sintetizar proteínas recombinantes en organismos vegetales 
y animales, tanto procariotas como eucariotas. Las proteínas recombinantes pueden ser 
expresadas en cultivos celulares de bacterias, levaduras, hongos, mamíferos, plantas e 
insectos. También se han desarrollado animales y plantas transgénicos para la 
producción de proteínas de interés. 
 
Para todas estas posibilidades se han desarrollado vectores de expresión, muchos de 
ellos disponibles comercialmente. Todos tienen ventajas e inconvenientes y la elección 
de uno u otro viene determinada por los requerimientos de la proteína a expresar. Esto 
es así porque la actividad adecuada de una proteína es el resultado de una síntesis sin 
errores, acompañada de la generación de una estructura propia que puede requerir 
modificaciones posteriores a la síntesis de la cadena polipeptídica, como la formación 
de puentes disulfuro o la glicosilación de determinados aminoácidos. 
 
De esta manera, para poder cumplir con los objetivos de este trabajo, debíamos en 
primer lugar, elegir el mejor modelo de expresión para poder obtener nuestra proteína. 
Para ello, intentamos producirla en modelos procariotas a partir de cultivos de bacterias 
y en modelos eucariotas a partir de cultivos de levaduras y de células de mamífero.  
 
 
5.1.1- Bacteria Escherichia coli BL21-CodonPlus.  
 
Los microorganismos más utilizados para la síntesis de proteínas recombinantes son 
las bacterias, más concretamente la especie Escherichia coli. Esta bacteria es fácil de 
cultivar y de modificar genéticamente. A nivel de síntesis de proteínas, es un trabajador 
rápido y de alto rendimiento, y puede acumular proteínas recombinantes en una 
proporción que puede llegar hasta el 80% de su peso seco, lo que hace que sea la 
primera posibilidad que se tiene en cuenta cuando se quiere expresar proteínas 
recombinantes. 
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5.1.1.1- Análisis de la sobreexpresión. 
 
Una vez que se clonaron los cDNAs de D1D2 y D1D2Fc en el plásmido de expresión 
bacteriano pET28a, se analizó el plásmido que se aisló de bacterias transformadas con 
estas construcciones como se muestra en el Anexo 1. Para comprobar que estas 
bacterias habían adquirido el plásmido y por lo tanto eran capaces de expresar ICAM-1 
recombinante, se analizó el nivel de expresión de D1D2 y D1D2Fc. Para ello, las 
bacterias se inocularon en medio liquido LB selectivo con kanamicina y cuando 
alcanzaron su fase de crecimiento exponencial (absorbancia = 0,6-0,8) se añadió IPTG 
hasta una concentración de 1 mM incubando 2 h., 3 h. y toda la noche. Tras los distintos 
tiempos se tomaron alícuotas del cultivo, se lisaron y el extracto proteico se analizó 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie. 
 
Tal y como se aprecia en el gel de la Fig. 5.1, la expresión de las dos proteínas fue 
claramente incrementada después de las 2 y 3 h. El peso molecular de estas proteínas es 
de 50 kDa para D1D2Fc y 25 kDa para D1D2 aproximadamente, los cuales coinciden con 
sus respectivos pesos moleculares teóricos. A pesar de que se obtenía una gran cantidad 
de proteína sobreexpresada después de toda la noche en presencia de IPTG, nos 
decantamos por el tiempo de incubación 3 horas, ya que obteníamos una cantidad 
semejante de proteína y esto permitía continuar con la purificación el mismo día. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.1. Análisis de la sobreexpresión de D1D2 y D1D2Fc a distintos tiempos de incubación 
con IPTG mediante gel de poliacrilamida. M) Pesos moleculares; 1,4) bacterias 
transformadas sin inducir; 2,5) bacterias inducidas durante 2 horas de incubación; 3,6) 
bacterias inducidas durante 3 horas de incubación.  
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5.1.1.2- Purificación de ICAM-1 recombinante unida a una cola 
de histidinas. 
 
Una vez que sabíamos que las bacterias transformadas sobreexpresaban nuestras 
proteínas y las condiciones para ello, se procedió a su purificación a partir de un cultivo 
mayor de bacterias tal como se indica en materiales y métodos (sección 4.5).  
 
Un efecto colateral experimentado por las bacterias cuando son forzadas a producir 
una proteína a concentraciones elevadas es la generación de cuerpos de inclusión, que 
no son más que agregados citoplasmáticos insolubles de dicha proteína. Las proteínas 
que forman los cuerpos de inclusión son inactivas y además suelen mostrar artefactos 
estructurales, como puentes disulfuro no nativos tanto intra como intermoleculares y 
cisteínas libres no habituales. Por lo tanto, para poder romper estos cuerpos de 
inclusión, el pellet bacteriano se resuspendió en el agente desnaturalizante cloruro de 
guanidinio, el cual aparte de romper la pared bacteriana y liberar así el contenido 
citoplasmático, sirvió también para solubilizar las proteínas. 
 
La cromatografía de afinidad por iones metálicos inmovilizados (IMAC) fue 
utilizada para las purificaciones de D1D2 y D1D2Fc a partir del sobrenadante obtenido 
gracias a que se expresaron como proteínas de fusión con una cola de histidinas. Estas 
colas de histidinas forman complejos de alta afinidad con iones metálicos divalentes 
inmovilizados como Ni2+, incluso en presencia de altas concentraciones de agentes 
caotrópicos como el cloruro de guanidinio, permitiendo así el aislamiento de la proteína 
a partir de un extracto celular crudo. Además, estas propiedades permiten plegar 
proteínas desnaturalizadas por cambios en la composición del tampón que fluye a través 
de la columna (sección 4.5.3). Las fracciones recogidas y descartadas tras cada paso del 
protocolo de purificación y plegamiento se corrieron en un gel de poliacrilamida que se 
analizó mediante tinción con azul de Coomassie. 
 
Como puede observarse en la Fig. 5.2, aunque la sobreexpresión con IPTG ha ido 
bien, durante el lavado realizado con cloruro de guanidinio e imidazol (línea 3) y 
durante el paso del tampón A con Tritón X-100 (línea 4), se ha perdido algo en ambas 
proteínas junto con proteínas que se habían unido a la columna de manera inespecífica. 
Por el contrario, durante el plegamiento de las proteínas (línea 5) y el lavado final para 
eliminar posibles restos de Tritón X-100 y ciclodextrina (línea 6) no se perdió nada de 
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proteína. Estos resultados son similares a la purificación de otras proteínas que 
contienen puentes disulfuro mediante protocolos similares [328].  
 
Fig. 5.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida del proceso de purificación y 
replegamiento de D1D2 (A) y D1D2Fc (B). M) Pesos moleculares; 1) sobreexpresión de 
bacterias transformadas con IPTG 3 horas; 2) bacterias transformadas sin inducir; 3) lavado 
de la columna con cloruro de guanidinio 6 M, imidazol 20 mM para eliminar uniones 
inespecíficas y β-mercaptoetanol 20 mM para reducir los grupos sulfhidrilo (-SH); 4) lavado de 
la columna con tampón A, β-mercaptoetanol 20 mM y Tritón X-100 0,1% el cual se une a la 
proteína evitando su plegamiento; 5) lavado de la columna con tampón A, metil-β-ciclodextrina 
5 mM que elimina el Tritón X-100 permitiendo así el plegamiento paulatino y correcto de la 
proteína; 6) lavado de la columna con tampón A, NaCl 0,5 M para eliminar las sustancias 
utilizadas anteriormente; 7-9) primeras alícuotas de elución de la columna con tampón A, 
imidazol 500 mM; 10-12) alícuotas intermedias del eluido de la columna; 13-15) últimos 
eluidos de la columna. 
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Durante las primeras etapas de elución, se obtiene la mayor parte de la proteína 
mientras que va disminuyendo conforme avanza la elución de éstas por la columna. 
También se observan proteínas de bajo peso molecular durante la elución de la proteína 
D1D2Fc, pudiéndose tratar de proteínas contaminantes que eluyen junto con D1D2Fc o 
una degradación parcial durante el proceso de purificación afectando a su región Fc de 
inmunoglobulina, ya que ninguna de estas bandas se detectó en la purificación de D1D2. 
 
Las fracciones obtenidas de la columna se combinaron para proceder a su 
concentración, cuantificación por espectrofotometría y esterilización con filtros de 0,2 
µm. Con este protocolo obtuvimos un rendimiento aceptable: 3 mg por cada litro de 
cultivo de bacterias en 72 h. para las 2 proteínas, aunque hay que tener en cuenta que 
una pequeña fracción de la proteína D1D2Fc se encuentra parcialmente degradada. 
 
 
5.1.1.3- Análisis de la integridad de D1D2 y D1D2Fc. 
 
Una vez que pudimos contar con las proteínas de ICAM-1 purificadas a partir de 
cultivos de bacterias, se procedió a comprobar si en verdad las proteínas producidas 
eran nuestras proteínas y en que estado se encontraban. Para ello, se realizó un 
inmunoblot (sección 4.8.4) y una tinción con plata (sección 4.8.6).  
 
Como se muestra en la Fig. 5.3 (A, 1 y 3), una sola banda correspondiente a D1D2 y 
D1D2Fc fue detectada usando un anticuerpo anti-ICAM-1, confirmando así la identidad 
de las proteínas purificadas. Por el contrario, varias bandas fueron detectadas al utilizar 
un anticuerpo frente a la cola de histidinas en el caso de D1D2Fc (Fig. 5.3 A, 4). El 
patrón de bandas detectadas por este anticuerpo coincidió con las observadas por 
tinción con azul de Coomassie (Fig. 5.2), confirmando que las proteínas de bajo peso 
molecular contienen una cola de histidinas y, por lo tanto, corresponden a formas cortas 
de nuestra proteína de fusión. Dado que la cola de histidinas se localiza en el extremo 
N-terminal, este resultado indica que la degradación de la proteína se produce en el 
extremo C-terminal donde se encuentra la fracción de inmunoglobulina Fc. Por otra 
parte, esto sugiere que el epítopo reconocido por el anticuerpo anti-ICAM-1 se pierde 
en las proteínas degradadas. De todos modos, el nivel de degradación es mínimo ya que 
la intensidad de la banda de 50 kDa correspondiente a D1D2Fc era mucho más alta que 
el de las bandas inferiores. 
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Fig. 5.3. Inmunoblots y tinción con plata de las proteínas purificadas D1D2 y D1D2Fc. A. 
Inmunoblot. 1,3) Revelado realizado con un anticuerpo anti-ICAM-1; 2,4) revelado realizado 
con un anticuerpo frente a la cola de histidinas. B. Gel de poliacrilamida teñido con plata. M) 
Pesos moleculares; 1) D1D2Fc purificado; 2) D1D2 purificado.  
 
 
Ninguna banda de degradación fue detectada cuando la proteína D1D2 fue 
purificada (Fig. 5.3 A, 2) confirmando que la degradación residual de la quimera 
D1D2Fc se produce por la fracción Fc. Este resultado no es sorprendente ya que se sabe 
que las regiones Fc son especialmente susceptibles a la acción de proteasas específicas 
como proteasas tipo pepsina. Sin embargo, este efecto se ha minimizado mediante la 
inclusión de inhibidores de proteasas generales durante el proceso de purificación. 
 
Como cabría esperar, un resultado similar al obtenido por inmunoblot fue logrado 
al realizar una tinción de plata sobre el gel de poliacrilamida (Fig. 5.3 B). Una sola 
banda fue obtenida para la proteína purificada D1D2 y un patrón de bandas similar al 
visto por inmunoblot para D1D2Fc. Sin embargo, mediante tinción con plata pudo 
observarse la presencia de una banda adicional. Esto es posiblemente debido a que esta 
técnica es más sensible en comparación con la de inmunoblot y rebela así fragmentos 
de proteína de menor cantidad.  
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5.1.2- Levadura Pichia pastoris.  
 
Las bacterias son ideales para producir proteínas de pequeño tamaño que no 
requieran modificaciones postraduccionales. Pero al ser procariotas, no son tan idóneas 
para sintetizar proteínas de gran tamaño o procedentes de organismos superiores. Estas 
últimas a menudo muestran plegamientos complejos que incluyen muchos puentes 
disulfuro o que necesitan la intervención de chaperonas celulares en el plegamiento, 
características no presentes en los procariotas. Además, muchas de estas proteínas 
requieren para su función la inclusión de modificaciones tras su síntesis, que no pueden 
llevarse a cabo en organismos procariotas. Un ejemplo de ello es la glicosilación, 
esencial para la función de muchas proteínas eucariotas. 
 
Por el contrario, las levaduras presentan muchas de las ventajas en cuanto a 
crecimiento de las bacterias (alto rendimiento, estabilidad de la cepa productora, 
crecimiento a alta densidad, productividad, crecimiento en medios baratos y 
químicamente definidos). Además, como buenos eucariotas, son capaces de glicosilar y 
de plegar proteínas complejas, incluyendo aquellas que tienen un número elevado de 
puentes disulfuro, ya que su proceso de producción es muy similar al de las células de 
mamífero. La adición de una secuencia señal en el gen permite la secreción de la 
proteína al medio de cultivo. Otro aspecto en el que las levaduras se muestran como 
valiosos productores de proteínas recombinantes es la disponibilidad de algunos 
promotores muy fuertes y de regulación muy precisa, sobre todo en las levaduras 
metilotrofas como Pichia pastoris. Entre otras ventajas de las metilotrofas ya 
explotadas o en estudio, destacan su capacidad para crecer en soluciones de metanol, 
eliminando virtualmente otros microorganismos competidores o contaminantes y la 
posibilidad de integrar múltiples copias del vector en su genoma, dando lugar a 
transformantes estables. Además, P. pastoris prácticamente no secreta proteínas nativas 
al medio extracelular, lo que simplifica el proceso de recuperación y purificación de 
aquellas foráneas.  
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5.1.2.1- Análisis de la sobreexpresión. 
 
Una vez que se clonó el cDNA de D1D2Fc en el plásmido de expresión para 
levaduras pPICZα, se analizó el plásmido que se aisló de bacterias transformadas con 
esta construcción como se muestra en el Anexo 2 y se eligió una colonia que contenia 
el inserto correspondiente a D1D2Fc. 
 
Una vez que ya sabíamos que las bacterias habían adquirido verdaderamente el 
plásmido pPICZα-D1D2Fc, intentamos llevar a cabo la expresión de esta proteína. Para 
ello, se hizo un cultivo de mayor volumen para obtener una mayor cantidad de DNA 
plasmídico y poder transfectar levaduras. Para este proceso son necesarios entre 5-10 
µg de DNA linearizado, ya que la frecuencia de transformación de la levadura se ve 
estimulada cuando los plásmidos utilizados se linearizan. Para ello, se utilizó una 
enzima de restricción que permitía dirigir la integración al locus cromosomal de interés, 
lo cual favorece el evento de recombinación.  
 
En la Fig. 5.4, podemos observar que la linearización del plásmido ha sido 
completa, ya que solo se observa una conformación del plásmido con respecto al 
control sin digerir. 
 
 
Fig. 5.4. Electroforesis en gel de agarosa del DNA 
plasmídico obtenido de E. coli XL1-Blue transformadas con 
la construcción pPICZα-D1D2Fc y linearizado con la enzima 
de restricción PmeI. M’) Pesos moleculares de 1 kb; 1) 
pPICZα-D1D2Fc sin digerir; 2) pPICZα-D1D2Fc digerido con 
PmeI.  
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Posteriormente, se transformaron las levaduras por electroporación y se hizo un 
cultivo de mayor volumen. El sistema de expresión de proteínas recombinantes en P. 
pastoris esta principalmente basado en la utilización del promotor de la enzima alcohol 
oxidasa, PAOX1, que esta fuertemente regulado e inducido por metanol. Por eso, cuando 
se alcanzó una densidad celular buena, se añadió metanol para la inducción de la 
expresión del gen clonado y se analizó el nivel de sobreexpresión de la proteína por 
medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida (sección 4.8.2). 
 
Como se puede observar en la Fig. 5.5, al inducir la expresión de D1D2Fc con 
metanol no se produjo la sobreexpresión del gen. Por el contrario, el control utilizado 
de la sobreexpresión, levaduras P. pastoris transfectadas previamente con POFUT, sí 
produjo la sobreexpresión de esta proteína. La falta de expresividad de nuestra 
construcción pudo ser debida a un error a la hora de insertarse en el genoma de la 
levadura. 
 
 
Fig. 5.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida de la 
sobreexpresión de D1D2Fc en Pichia pastoris. M) Pesos 
moleculares; 1) control de sobreexpresión con POFUT (O-
fucosyltransferasa); 2) sobreexpresión de D1D2Fc. 
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5.1.3- Células humanas embrionarias de riñón HEK 293T.  
 
Las levaduras son fácilmente cultivables en medios de cultivo económicos y las 
proteínas que producen presentan un elevado grado de homología respecto a los 
organismos superiores. Sin embargo, las glicoproteínas producidas en este huésped 
disponen de un patrón de glicosilación diferente al humano. Las células de mamífero 
tienen la ventaja de que producen correctamente glicoproteínas humanas bien de forma 
transitoria o bien de forma estable. 
 
 
5.1.3.1- Optimización de la transfección de DNA en células HEK 
293T. 
 
Una vez obtenidas las colonias de bacterias que contenían los plásmidos junto con 
los insertos correspondientes después de realizar el subclonaje (Anexo 3), se purificó su 
DNA plasmídico en grandes cantidades y se procedió a intentar la expresión de las 
proteínas en células HEK 293T.  
 
Debido al tamaño y carga negativa del DNA y a la multitud de barreras 
membranosas y enzimáticas de la célula, su entrada y su consiguiente transcripción en 
el núcleo, donde residen las RNA polimerasas, es muy poco eficiente. Dado que la 
eficiencia de la transfección es clave a la hora de expresar proteínas en células de 
mamífero, se probaron tres protocolos para optimizar el proceso de transfección. Dos de 
ellos basados en la utilización de CaCl2 y el tercero en la utilización del polímero PEI. 
Estos protocolos se basan en la condensación del DNA en partículas cargadas 
positivamente, las cuales se unen a residuos aniónicos de la superficie celular y migran 
al interior de la célula por endocitosis. 
 
Gracias a que el plásmido utilizado co-sobreexpresaba la proteína fluorescente GFP 
junto a las nuestras, pudimos observar si las células se conseguían transfectar con 
nuestras construcciones. Como puede observarse en la Fig. 5.6, las células HEK 293T 
fueron capaces de asimilar el plásmido a través de los 3 protocolos de transfección y de 
llevar a cabo su expresión al encontrarse células verdes al microscopio. 
 
 
Resultados y discusión (I) 
147 
 
Fig. 5.6. Imágenes de microscopía óptica y de fluorescencia de células HEK 293T 
transfectadas con las construcciones pCAGIG-D1D2 (izquierda) y pCAGIG-D1D2Fc 
(derecha). Una vez que las células alcanzaron una confluencia del 90%, se añadió gota a gota y 
en agitación 5 ml de una mezcla DNA:PEI 1:1,5 previamente burbujeada en medio OptiMEM. 
Al cabo de 48 h. se tomaron fotografías con un microscopio de luz (aumento original x10).  
 
 
Para saber cual de los 3 protocolos era el más eficiente a la hora de sobreexpresar 
las proteínas, llevamos a cabo la cuantificación de este proceso por citometría de flujo. 
Como se ve en la Fig. 5.7, los resultados con el protocolo de Ca2+ y BES no fueron 
buenos, además es un protocolo que necesita incubar las células con una concentración 
de CO2 al 3%, lo que se encuentra supeditado a la disposición de incubadores a ese % 
de CO2. Por este motivo se descartó este protocolo rápidamente. Los resultados de Ca2+ 
y HEPES llegaron a ser buenos, pero resulta una técnica con una alta variabilidad entre 
experimentos y la eficiencia de transfección está altamente afectada por leves 
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variaciones de pH. Utilizando el protocolo de PEI se logró el nivel más alto de 
transfección y fue mucho más constante y reproducible que los protocolos anteriores. 
Además este método es el de manipulación más simple. Por lo tanto, para llevar a cabo 
el protocolo de purificación de D1D2 y D1D2Fc utilizamos este protocolo. 
 
Fig. 5.7. Eficiencia de transfección en células HEK 293T mediante el análisis del nivel de 
expresión de la proteína fluorescente GFP. Una vez llevada a cabo la transfección, a las 48 h. 
se analizó por citometría de flujo la expresión de GFP. Se muestran los histogramas 
representativos de las células transfectadas con el plásmido pCAGIG mediante los métodos de 
fosfato de calcio con tampón BES (izquierda), HEPES (centro) y el polímero PEI (derecha). Los 
números corresponden al porcentaje de células de las regiones correspondientes determinadas 
por las barras horizontales. 
 
 
5.1.3.2- Expresión y purificación de D1D2 y D1D2Fc en células de 
HEK 293T. 
 
Una vez que ya teníamos elegido el mejor protocolo para transfectar a las células 
HEK 293T, llevamos a cabo la purificación de D1D2 y D1D2Fc. Dado que la 
construcción de DNA utilizada contiene una secuencia de secreción, las proteínas se 
secretaban en su conformación nativa al medio extracelular, por lo que solo había que 
recolectar el medio de cultivo y pasarlo a través de la columna de afinidad de Níquel 
como en el caso de las bacterias (sección 4.5.3). 
 
Como se muestra en la Fig. 5.8, al pasar por la columna de Níquel el sobrenadante 
del cultivo de las células y su posterior elución de las proteínas retenidas en la columna, 
se pudo ver una ausencia de banda en torno a 25 kDa correspondiente a la proteína 
D1D2 (línea 3-4). No obstante, en torno a 50 kDa que es el peso correspondiente a 
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D1D2Fc sí que se observan proteínas (línea 1-2) pero éstas también aparecen en las 
células transfectadas con D1D2 (línea 3-4). Esto parece indicar que existe alguna 
proteína contaminando las muestras, que por el peso molecular y por su alta presencia 
en el medio de cultivo podría ser la albúmina (PM aproximado = 70 kDa). Por este 
motivo, para ver si estábamos purificando nuestra proteína junto con otra de peso 
molecular parecido se realizó un análisis por inmunoblot utilizando un anticuerpo 
específico para ICAM-1 humano. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.8. Gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie de la purificación a través de 
la columna de Níquel. El sobrenadante de las células transfectadas con pCAGIG-D1D2 y 
pCAGIG-D1D2Fc fue recolectado y pasado a través de una columna de Ni2+. Después de lavar 
la columna se eluyeron las proteínas retenidas con tampón A, imidazol 500 mM. M) Pesos 
moleculares; 1-2) eluido de D1D2Fc; 3-4) eluido de D1D2. 
 
 
Como se observa en la Fig. 5.9, se detecta la presencia de una proteína alrededor de 
55 kDa (línea 1-2) que corresponde al peso molecular de D1D2Fc mientras que no se 
detecta ninguna proteína en las fracciones correspondientes a D1D2 (línea 3-4). 
Asimismo, desaparecieron las bandas de proteína que se observaban en el gel teñido 
con azul de Coomassie, lo cual indica que se trataban de contaminaciones no 
relacionadas con ICAM-1. Estos resultados indican que se ha conseguido obtener una 
fracción enriquecida en D1D2Fc mientras que no se ha logrado obtener D1D2 pese a que 
las células se encontraban transfectadas con el plásmido de forma similar que en 
D1D2Fc (Fig. 5.9). 
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Fig. 5.9. Inmunoblot utilizando un anticuerpo anti-ICAM-1 de las fracciones purificadas 
en la columna de Níquel. 1-2) D1D2Fc; 3-4) D1D2.  
 
 
Con el fin de obtener D1D2Fc puro y dado que se pensaba que el mayor 
contaminante de la preparación era la albúmina, se utilizó la cromatografía de afinidad 
con azul de cibacrón ya que se ha descrito previamente que es capaz de unir la 
albúmina de forma específica [329]. De esta manera, quedará retenida en la columna 
mientras que la proteína D1D2Fc pasará libremente a través de ella. Es decir, nuestra 
proteína se encontrará en los lavados de la columna y la albúmina eliminada en el 
eluido. 
 
Como se muestra en la Fig. 5.10, en el lavado de la columna de azul de cibacrón se 
observó una banda en torno a 70 kDa procedente de un exceso de albúmina que no ha 
podido ser retenida en la columna, aunque se mantenía la banda en torno a 55 kDa 
correspondiente a D1D2Fc. Por otra parte, también se observa la cantidad de albúmina 
que se ha podido eliminar de la muestra durante el proceso (línea 2). De este modo, se 
ha conseguido eliminar parte de la albúmina aunque no totalmente. 
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Fig. 5.10. Gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie del proceso de purificación 
de D1D2Fc a través de una cromatografía de afinidad utilizando una resina de azul de 
cibacrón. M) Pesos moleculares; 1) lavado de la columna; 2) eluido de la columna. 
 
 
Con este protocolo parece que se puede conseguir expresar y purificar D1D2Fc. Por 
otro lado, no está claro el motivo por el que no se ha obtenido D1D2. 
 
Si bien parecen ser las únicas opciones viables para proteínas complejas en las que 
la estructura y posterior modificación son críticas, los sistemas basados en cultivos 
celulares adolecen de un rendimiento bajo comparado con los procariotas y las 
levaduras. Además, el cultivo y mantenimiento de cultivos celulares de este tipo es 
caro, al requerir condiciones más restrictivas en cuanto a ambiente y sistema de cultivo.  
 
Dado que solamente fuimos capaces de producir nuestras proteínas de ICAM-1 a 
partir del modelo procariota de bacterias E. coli con un rendimiento más que aceptable, 
todos los experimentos realizados fueron hechos con proteínas purificadas por ese 
modelo de expresión. 
 
 
 
Resultados y discusión (I) 
152 
5.1.4- Discusión. 
 
Tradicionalmente, la producción de proteínas consistía en el aislamiento y mejora 
de las propiedades biológicas de proteínas específicas a partir de diversas fuentes 
naturales, como por ejemplo animales, plantas o microorganismos, para su posterior 
utilización en diversas aplicaciones. Gracias al avance en las técnicas de DNA 
recombinante y al desarrollo de sistemas de expresión de proteínas recombinantes, ha 
sido posible producir grandes cantidades de proteínas, muchas de las cuales se 
encuentran en concentraciones muy bajas en su ambiente natural. Estas proteínas se 
obtienen a partir de organismos vivos, los organismos hospedadores, en los que se ha 
introducido material genético procedente de otro organismo mediante técnicas de DNA 
recombinante, de tal manera que el organismo hospedador o huésped, emplea su 
maquinaria biológica para producir la proteína cuya secuencia está codificada en el 
DNA introducido artificialmente [330]. 
 
La expresión de proteínas recombinantes se ha realizado tanto en células 
procariotas como en células eucariotas. Dentro de los sistemas procariotas, uno de los 
modelos de expresión más utilizados ha sido Escherichia coli. El éxito de E. coli se 
basa principalmente en: 1) la facilidad de manipulación del DNA; 2) el elevado número 
de mutantes y vectores de expresión disponibles; 3) el amplio conocimiento de la 
fisiología de la célula, que permite alcanzar densidades celulares elevadas con un medio 
de cultivo económico; 4) el conocimiento del efecto de la sobreexpresión de proteínas 
sobre la bacteria [331].  
 
Por estas razones, decidimos en primer lugar, intentar llevar a cabo la producción 
de ICAM-1 recombinante a partir de una cepa de E. coli (BL21-CodonPlus) para poder 
desarrollar el biosensor. Esta cepa fue especialmente elegida porque es defectiva en las 
proteasas OmpT y LonA, involucradas en la degradación de proteínas y mejora la 
expresión de proteínas eucariotas que contienen codones raramente utilizados en E. coli 
[332]. Estas células fueron transformadas con el plásmido pET28a que contenía el 
cDNA de los dos primeros dominios de ICAM-1 humano (D1D2) y otras que aparte de 
contener estos dos dominios, también presentaban un linker y una región Fc de 
inmunoglobulina (D1D2Fc). El protocolo inicial de purificación consistía en lisar estas 
bacterias, una vez crecidas e inducida la sobreexpresión, por medio de un agente 
caotrópico como es el cloruro de guanidinio. Esto permitia, además de liberar el 
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contenido citosólico de las bacterias, solubilizar los cuerpos de inclusión generados 
durante la producción de las proteínas. Una vez solubilizadas, se plegaron para que 
adquiriese su conformación nativa y se purificaron al mismo tiempo a través de una 
cromatografía de afinidad de metal inmovilizado (IMAC). 
 
A pesar de que se obtenía un rendimiento más que aceptable con este protocolo 
como se esperaba [333], 3 mg por litro de bacterias, parte de la proteína D1D2Fc se 
purificaba junto con supuestas impurezas de peso molecular menor. Sin embargo, al 
analizarlas por inmunoblot con anticuerpos anti ICAM-1 y anti His-Tag, se observó que 
se trataban de fragmentos proteolizados de D1D2Fc [97]. Concretamente, estos 
fragmentos pertenecían al extremo C-terminal de D1D2Fc ya que solo se pudo observar 
dicha degradación con el anticuerpo anti His-Tag el cual, esta localizado en el extremo 
N-terminal, y a la ausencia de degradación en la purificación de D1D2. 
 
Aunque el rendimiento de la purificación por este protocolo fue bueno, a pesar del 
pequeño grado de degradación de la proteína D1D2Fc, el sistema de expresión de E. coli 
presenta ciertos inconvenientes en cuanto a la síntesis de proteínas recombinantes: 1) no 
lleva a cabo procesamientos postraduccionales propios de células eucariotas, como es el 
caso de la glicosilación o fosforilación, lo cual afecta a la estructura, estabilidad, 
solubilidad y actividad biológica de la proteína producida; 2) carece de chaperonas 
(proteínas de plegamiento) adecuadas para permitir un plegamiento correcto de las 
proteínas recombinantes; 3) no forma puentes disulfuro en el citoplasma, salvo en 
ciertas cepas mutantes [334]. 
 
Dadas estas desventajas, pensamos que podríamos mejorar el proceso de 
producción a través de la expresión de ICAM-1 recombinante en un sistema eucariota, 
como son las levaduras Pichia pastoris [335] y las células de mamífero HEK 293T 
[336]. Por lo que nos propusimos clonar el gen de ICAM-1 recombinante en un 
plásmido que se pudiese expresar en estos modelos de expresión para que produjesen 
ICAM-1 recombinante. De esta manera, podemos aprovechar todas las ventajas que 
presentan los modelos de expresión eucariotas frente a los procariotas, como son las 
modificaciones postraduccionales y la expresión de proteínas plegadas. Además, al 
cDNA se le insertó un péptido señal para que la proteína se exportase al medio 
extracelular, lo que facilitaría el proceso de purificación al no tener que lisar las células 
en ambos casos. 
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En el caso de las levaduras, una vez que conseguimos generar el vector de 
expresión pPICZα con el cDNA de D1D2Fc, amplificamos este DNA para tener 
suficiente cantidad para realizar la transfección de las levaduras por electroporación. 
Con la ayuda del Dr. Ramón Hurtado, conseguimos crecer las levaduras con nuestra 
construcción, pero no eran capaces de sobreexpresar ICAM-1 tras su incubación con el 
inductor. Esto pudo deberse a un problema en la estabilidad genética del gen a insertar. 
Dada la naturaleza altamente recombinante de P. pastoris, cassettes de expresión 
pueden ser extirpados a través de una recombinación loop-out, el cual es un tipo de 
recombinación intracromosómica seguida por la escisión de una región cromosómica. 
Este efecto parece ser más pronunciado cuantas más copias se integran [337]. A la vista 
de este resultado sin una explicación clara, probamos a realizar la sobreexpresión en 
células HEK 293T.  
 
En las células de mamífero, una vez que conseguimos generar el vector de 
expresión pCAGIG con el cDNA de D1D2 y D1D2Fc, amplificamos estos DNAs para 
tener suficiente cantidad para realizar la transfección de las células. Para ello, se 
utilizaron 3 protocolos distintos ya estandarizados para la transfección de estas células. 
Dos de ellos basados en la utilización de CaCl2 y el tercero en la utilización del 
polímero PEI. Sin embargo, solo se obtuvo un rendimiento aceptable y reproducible 
con el protocolo del polímero PEI. Además, durante la purificación de las proteínas se 
encontraron numerosas dificultades como la ausencia de expresión de D1D2 y la 
presencia de albúmina como contaminante en la purificación de D1D2Fc. No obstante, 
sería posible llegar a purificar la proteína mediante la eliminación de albúmina por 
columnas de cibacrón [329]. Aún así, el coste de la producción es elevado en 
comparación con los sistemas procariotas debido al coste de materiales, a la densidad 
celular que pueden alcanzar los cultivos y al tiempo de generación celular, ya que una 
bacteria se divide más de cincuenta veces en el tiempo en el que una célula de 
mamífero se divide una vez. 
 
A la vista de estos resultados, una alternativa para solventar los distintas 
dificultades encontradas podría ser la realización de la sobreexpresión en células HEK 
293F Freestyle [338]. Estas células están adaptadas a crecer en cultivos en suspensión, 
alcanzando altas densidades y utilizando medios libres de suero, lo que eliminaría el 
problema de la contaminación por albúmina. Además, dada la facilidad de realizar el 
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correcto plegado de las proteínas y sus modificaciones postraduccionales, sería 
particularmente útil para la realización de ensayos de cristalografía. 
 
También, una alternativa al proceso de desnaturalización y plegamiento en columna 
de las proteínas obtenidas de bacterias, sería la sobreexpresión en E. coli Origami. Esta 
cepa se caracteriza por tener mutaciones en los genes de la tiorredoxina reductasa y la 
glutation reductasa, lo cual mejora enormemente la formación de puentes disulfuro 
[339]. Junto con las células Origami, se utilizaría el cDNA de ICAM-1 junto con una 
secuencia SUMO (small ubiquitin-like modifier) conocida por aumentar la expresión 
y la solubilidad de las proteínas [340]. 
 
 
5.2- Análisis de la conformación estructural de D1D2 y 
D1D2Fc. 
 
5.2.1- Ensayo de dicroísmo circular. 
 
Con el fin de analizar si D1D2Fc purificado está plegado correctamente y contiene 
los dominios lámina β correspondientes a la familia de las inmunoglobulinas, 
analizamos la estructura de D1D2Fc por dicroísmo circular (CD). La espectroscopía de 
CD mide la absorción diferencial de la luz polarizada circularmente a la derecha y a la 
izquierda por parte de las moléculas que presentan actividad óptica. Las señales de CD 
se observan en las mismas regiones espectrales en las que aparecen bandas de 
absorción, siempre que los cromóforos o su entorno molecular sean asimétricos. En las 
proteínas existen dos regiones principales donde se producen bandas de CD, en el 
ultravioleta lejano y en el ultravioleta cercano, y cada una proporciona distinta 
información sobre la estructura de las proteínas [341]. 
 
En la región del ultravioleta lejano (170-250 nm) el principal cromóforo es el 
enlace peptídico. El enlace peptídico per se no es una estructura quiral, pero es la 
interacción entre grupos peptídicos adyacentes dispuestos en determinadas 
orientaciones lo que determina que las proteínas presenten actividad óptica en esta 
región. En esta región del espectro se obtiene información sobre el contenido de 
estructura secundaria de las proteínas, ya que los enlaces peptídicos dan señales 
distintas según estén dispuestos en hélices α, láminas β, giros y otros tipos estructurales. 
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Como se representa en la Fig. 5.11, el espectro de CD en la región del ultravioleta 
lejano de D1D2Fc muestra una sola amplia elipticidad negativa centrada en 
aproximadamente 205 nm. Este resultado indica que la proteína contiene 
predominantemente láminas o giros β como estructuras secundarias predominantes y, 
por tanto, que el protocolo de plegamiento genera una proteína con la estructura 
secundaria esperada. El espectro generado por D1D2Fc es similar al de quimotripsina, 
una proteína constituida predominantemente por lámina β [342] (Fig. 5.11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.11. Espectros de dicroísmo circular. A. Espectro de dicroísmo circular de D1D2Fc. B. 
Diagrama de cintas de los dominios 1 y 2 de ICAM-1 humano (código PDB: 1D3L). C. Espectro 
de dicroísmo circular de la quimotripsina [342]. D. Diagrama de cintas de la quimotripsina 
(código PDB: 2Y6T). Este ensayo se realizó por duplicado. 
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5.2.2- Ensayo de fluorescencia intrínseca de triptófanos. 
 
El plegamiento de proteínas es la reacción por la cual una proteína adopta su 
estructura nativa terciaria. La estructura nativa es el estado funcional de la proteína. El 
plegamiento sucede en varios pasos, en una manera simplista, primero es la formación 
de la estructura secundaria, seguido por la adquisición de la disposición de la estructura 
terciaria, y a veces una estructura cuaternaria en el caso de proteínas complejas 
oligoméricas. La estructura secundaria de una proteína puede ser monitorizada por CD 
como hemos visto anteriormente (sección 5.2.1), mientras que la estructura terciaria 
puede ser rastreada mediante espectroscopía de fluorescencia, en particular, 
fluorescencia intrínseca de proteínas. 
 
Hay tres aminoácidos con propiedades intrínsecas de fluorescencia, fenilalanina 
(Phe), tirosina (Tyr) y triptófano (Trp), pero sólo tirosina y triptófano son utilizados 
experimentalmente ya que sus rendimientos cuánticos (fotones emitidos/fotones 
excitados) son lo suficientemente altos como para dar una buena señal de fluorescencia. 
Así que esta técnica se limita a proteínas que tienen o Trp o Tyr o ambos. 
 
Estos residuos se pueden utilizar para seguir el plegamiento de proteínas porque sus 
propiedades de fluorescencia (rendimientos cuánticos) son sensibles a su entorno, el 
cual cambia cuando la proteína se pliega/despliega. En el estado nativo plegado, Trp y 
Tyr están generalmente situados dentro del núcleo de la proteína, mientras que en un 
estado parcialmente plegado o desplegado, llegan a estar expuestos al solvente. 
 
En un entorno hidrofóbico (enterrado dentro del núcleo de la proteína), Tyr y Trp 
tienen un alto rendimiento cuántico y, por tanto, una alta intensidad de fluorescencia. 
Por el contrario, en un ambiente hidrofílico (expuestos al solvente) disminuye su 
rendimiento cuántico dirigiendo a una baja intensidad de fluorescencia. 
 
Hay varios medios para desplegar una proteína basados en la perturbación de las 
interacciones débiles que mantiene la proteína plegada (puentes de hidrógeno, 
interacciones electrostáticas, interacciones hidrofóbicas). Las formas más comunes de 
desplegar una proteína son agentes caotrópicos (urea, cloruro de guanidinio), el cambio 
de pH (ácido, base) o el aumento de la temperatura. Es posible estudiar el estado de 
equilibrio o la cinética de desplegamiento de una proteína. Por ejemplo, la proteína se 
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despliega mediante el aumento de la temperatura, por lo que a cada temperatura la 
proteína sufre un desplegamiento y alcanza un estado de equilibrio correspondiente a un 
estado parcialmente plegado o totalmente desplegado dependiendo de las condiciones. 
Para cada temperatura, la emisión de fluorescencia de Trp o Tyr se mide y se compara a 
la de la proteína nativa. 
 
Como se ha mencionado, esta técnica se limita a proteínas que contiene residuos de 
Trp o Tyr. Pero también es posible utilizar sondas que se unen específicamente a 
superficies hidrofóbicas de las proteínas (ANS, TNS (2-(p-toluidinil)-naftaleno-6-
sulfónico)). Esas superficies se ocultan en una proteína nativa pero están expuestas en 
proteínas parcialmente plegadas o totalmente desplegadas. 
 
Con el fin de comprobar la conformación estructural de las proteínas purificadas, se 
llevó a cabo una desnaturalización térmica de fluorescencia (Fig. 5.12). Tanto D1D2 
como D1D2Fc mostraron un espectro de fluorescencia con dos máximos alrededor de 
330 nm y 375 nm, de acuerdo con estas dos proteínas que contienen varios residuos de 
triptófano (Fig. 5.12 A).  
 
Los parámetros de desplegamiento para D1D2Fc después de la desnaturalización 
térmica ya sea por fluorescencia intrínseca de triptófanos o fluorescencia extrínseca de 
ANS proporcionaron resultados similares (Fig. 5.12 B y D, Tabla 5.1). Sin embargo, 
para D1D2 sólo los datos de fluorescencia de ANS mostraron una curva de 
desplegamiento clara (Fig. 5.12 F). Dos transiciones pueden ser claramente observadas 
para el comportamiento del desplegamiento de D1D2Fc, mientras que para D1D2 no era 
tan evidente. Sin embargo, el análisis de desplegamiento de D1D2 empleando un modelo 
teniendo en cuenta una sola transición proporcionó resultados ilógicos (por ejemplo 
entalpía de desplegamiento negativa, lo cual es imposible para un proceso dirigido por 
temperatura). El uso de la energía media del espectro presenta dos ventajas: (1) la señal 
es independiente de la concentración; y (2) cambios globales en el espectro que podrían 
ser pasados por alto cuando sólo se presta atención a una determinada longitud de onda, 
son tenidos en cuenta. Debido a que ambas proteínas, D1D2 y D1D2Fc, contienen varios 
residuos de triptófano, la interpretación de los resultados obtenidos cuando la 
fluorescencia intrínseca de triptófanos se utilizó fue en cierto modo difícil. 
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Fig. 5.12. Espectros de fluorescencia obtenidos durante la desnaturalización térmica de 
D1D2 y D1D2Fc. A. Espectro de emisión de fluorescencia de triptófanos de D1D2Fc. Recuadro: 
Espectro de emisión de fluorescencia de triptófanos de D1D2. B. Desplegamiento térmico de 
D1D2Fc seguido por fluorescencia intrínseca de triptófanos a 330 nm. C. Espectro de emisión 
de fluorescencia de D1D2Fc con ANS. D. Desplegamiento térmico de D1D2Fc seguido por 
fluorescencia de ANS. E. Espectro de emisión de fluorescencia de emisión de D1D2 con ANS. F. 
Desplegamiento térmico de D1D2 seguido por fluorescencia de ANS.  
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De acuerdo con el análisis de datos, D1D2Fc mostró dos transiciones con Tm de 
40ºC y 70ºC y entalpías de desplegamiento de 20 y 50 kcal/mol respectivamente. La 
delección del dominio Fc conduce a una ligera estabilización de la región menos estable 
y a una desestabilización de la región más estable (Tabla 5.1). 
 
 
Tabla 5.1. Parámetros termodinámicos para el desplegamiento de D1D2 y D1D2Fc obtenidos 
por seguimiento del desplegamiento térmico por fluorescencia intrínseca de triptófanos o 
por fluorescencia de ANS. 
 
 
5.2.3- Ensayo de RMN. 
 
El fenómeno de la RMN está basado en el hecho de que los núcleos de los átomos 
tienen propiedades magnéticas que pueden ser utilizadas para obtener información 
química. Las partículas cuánticas subatómicas (protones, neutrones y electrones) se 
encuentran en continua rotación, un fenómeno conocido como spin. En algunos átomos 
(12C, 16O, 32S) en los que el número de protones y neutrones es en ambos casos par, 
estos giros se emparejan entre ellos y se anulan de modo que el núcleo del átomo no 
tiene giro global. Sin embargo, en otros isótopos (1H, 13C, 15N, 31P, 19F) donde el 
número de protones y/o neutrones es impar el núcleo si posee un giro general y por 
tanto un valor de spin [343]. 
 
En las últimas dos décadas, la espectroscopía de resonancia magnética nuclear se ha 
convertido en uno de los dos métodos aceptados (junto con la cristalografía de rayos X) 
para determinar las estructuras tridimensionales de las proteínas. La espectroscopía de 
RMN proporciona información acerca de la estructura y las propiedades dinámicas de 
las proteínas en solución, y ofrece un enfoque para la determinación de las estructuras 
tridimensionales de proteínas de sistemas que no cristalizan [344]. 
 
 
 Tm1 (ºC) ∆H1 (kcal/mol) Tm2 (ºC) ∆H2 (kcal/mol) 
D1D2Fc (Trp) 39,1 ± 0.2 20,0 ± 0.3 69,1 ± 1 51 ± 1 
D1D2Fc (ANS) 40,0 ± 0.4 19,5 ± 0,4 70 ± 1 49 ± 1 
D1D2 (ANS) 46 ± 1 23 ± 1 65 ± 1 27 ± 1 
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En una proteína, la suma de los espectros de RMN de los aminoácidos que la 
componen da lugar al espectro de RMN total de la proteína. La posición relativa de los 
diferentes átomos que poseen spin puede ser determinada a través del efecto conocido 
como NOE (Nuclear Overhauser Effect) que consiste en la transferencia de la 
polarización del spin de un átomo a otro cercano a través de la relajación transversal en 
el espacio debido a interacciones bipolares [345]. Esta transferencia origina un cambio 
de intensidad del campo magnético de los núcleos que puede ser detectada mediante un 
solenoide superconductor que transmite la señal como una línea de baja frecuencia, la 
cual se procesa en un ordenador que cuantifica dicha señal. Por tanto, el estudio de 
dicho efecto contribuye a la determinación de la posición relativa de los diferentes 
aminoácidos de una proteína. En una proteína obtenida en un sistema de expresión 
convencional, los únicos átomos con momento magnético son los hidrógenos, de esta 
forma se obtendría un mapa de las posiciones de dichos átomos, sin resultar de mucha 
utilidad para proteínas grandes (en torno a 10 kDa) dado el alto grado de solapamiento 
de los diferentes aminoácidos. Por lo tanto, para los estudios de RMN se requiere que 
las proteínas incorporen isótopos no convencionales como el 13C o 15N y de este modo, 
llevar a cabo espectros de RMN bi- o tri-dimensionales que faciliten la asignación 
espacial de los diferentes aminoácidos así como el desplazamiento de estos debido a las 
interacciones con el medio que les rodea [346]. 
 
 
5.2.3.1- Producción de ICAM-1 recombinante marcado con 15N. 
 
El enriquecimiento de isótopos estables de proteínas recombinantes es necesario 
para la mayoría de los estudios de estructura-función utilizando espectroscopía de 
RMN. La incorporación uniforme de isótopos estables, tales como 13C, 15N, y D en las 
proteínas se lleva a cabo de forma rutinaria mediante el uso de sistemas de expresión 
bacterianos tales como E. coli. La expresión de proteínas en E. coli típicamente implica 
el crecimiento de las bacterias en medios definidos donde 13C y 15N presente en la 
glucosa y la sal de amonio, son las únicas fuentes de carbono y nitrógeno 
respectivamente. 
 
La expresión de proteínas marcadas con 15N en E. coli ofrece muchas ventajas 
como son su facilidad de manejo, la gran cantidad de proteína que se obtiene y la 
facilidad de incorporar este isótopo a las proteínas. El procedimiento está basado en la 
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utilización de un medio de cultivo que contenga exclusivamente los ingredientes 
mínimos necesarios y cuya única fuente de nitrógeno sea precisamente la que aporte el 
15N. Por lo tanto, para poder realizar ensayos con esta técnica y obtener información 
sobre la estructura y dinámica de esta proteína, debíamos en primer lugar conseguir 
producirla marcada isotópicamente y así obtener un espectro de RMN en dos 
dimensiones (1H15N-RMN). Esto nos servirá para establecer un mapa de los 
aminoácidos de la proteína dado que en este caso se distinguirán tanto las posiciones de 
los hidrógenos como la de los nitrógenos [345, 346]. 
 
Para ello, las bacterias fueron incubadas en un medio de cultivo mínimo en donde 
la única fuente de nitrógeno era el 15NH4Cl. De esta manera, las bacterias que crezcan 
en este medio incorporarán este 15N a todas las proteínas que produzcan, tanto las suyas 
propias como a D1D2 lo cual hará necesario purificarla para separarla del resto de 
material bacteriano. Para comprobar que las bacterias eran capaces de crecer en el 
medio mínimo de cultivo cuya composición se detalla en materiales y métodos (sección 
4.1.1) y de llevar a cabo la sobreexpresión, se realizó un análisis de la expresión como 
se hizo anteriormente (sección 5.1.1.1). Las bacterias se inocularon en medio mínimo y 
LB selectivo con kanamicina y cuando alcanzaron su fase de crecimiento exponencial 
(absorbancia = 0,6-0,8) se añadió IPTG hasta una concentración de 1 mM incubando 
toda la noche. Al día siguiente se tomaron alícuotas de los cultivos, se lisaron y el 
extracto proteico se analizó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida teñido con 
azul de Coomassie.  
 
Como se muestra en la Fig. 5.13, al comparar el nivel de expresión de las bacterias 
puede observarse que en medio LB la sobreexpresión fue mayor que en el medio 
mínimo. Esto es debido a que las bacterias en medio LB poseen todos los componentes 
necesarios para crecer y realizar la síntesis de la proteína. Por el contrario, en el medio 
mínimo el cual esta compuesto por los elementos básicos necesarios para crecer y 
15NH4Cl como única fuente de nitrógeno, las bacterias deben en primer lugar sintetizar 
los componentes necesarios de su ciclo vital para crecer. Esto hace que el crecimiento 
de las bacterias sea más lento como puede apreciarse en la Fig. 5.14. De esta manera, 
en este medio de cultivo producen menos cantidad de proteína en comparación con el 
medio LB. No obstante, se produjo un buen nivel de sobreexpresión y para poder 
obtener cantidad de proteína suficiente solo debíamos trabajar con volúmenes más 
grandes de cultivo en comparación con el medio LB. 
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Fig. 5.13. Comparación del nivel de sobreexpresión de D1D2 en medio LB y medio mínimo 
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. M) Pesos moleculares; 1) bacterias 
transformadas sin inducir en medio LB; 2) bacterias transformadas inducidas durante toda la 
noche en medio LB; 3) bacterias transformadas sin inducir en medio mínimo; 4) bacterias 
transformadas inducidas durante toda la noche en medio mínimo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.14. Comparación de la tasa de crecimiento de las bacterias en medio LB y medio 
mínimo. Las flechas representan el momento cuando se indujo la sobreexpresión de la proteína 
D1D2 por adición de IPTG 1 mM. 
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5.2.3.2- Análisis del grado de marcaje con 15N mediante 
espectrometría de masas. 
 
Una vez que logramos purificar la proteína D1D2 crecida en medio mínimo a partir 
del protocolo IMAC (sección 4.5.3), había que comprobar que la proteína que habían 
producido estaba realmente marcada isotópicamente con 15N. Para ello, la proteína 
D1D2 15N se sometió a la acción de proteasas para reducirla por rotura hidrolítica a una 
mezcla de péptidos más cortos en el servicio de proteómica del centro de investigación 
biomédica de Aragón (CIBA). La mezcla se inyectó en un espectrómetro de masas para 
conocer los distintos isótopos que la componen. 
 
Como puede apreciarse en el Anexo 4, de la mezcla de péptidos generados al 
digerir la proteína D1D2 15N, los péptidos analizados dieron como resultado un alto 
grado de marcaje isotópico con 15N con una confianza del 99%. Esto no es de extrañar 
ya que la única fuente de nitrógeno de la que disponían las bacterias era el 15NH4Cl. Por 
lo tanto, logramos purificar exitosamente D1D2 15N para poder realizar ensayos de 
RMN. 
 
 
5.2.3.3- Estudio de los aminoácidos implicados en la unión ICAM-
1/LFA-1. 
 
Una vez que disponíamos de proteína marcada con 15N, se procedió a analizar el 
grado de marcaje con este isótopo para posteriormente utilizarlas para analizar algunos 
aminoácidos que podrían estar implicados en la interacción con su ligando LFA-1. Para 
ello, se llevaron a cabo estudios de RMN. Esta parte del trabajo se llevó a cabo en 
colaboración con el Dr. Francisco José Blanco del Centro para Investigación 
Cooperativa en Biociencia (CIC bioGUNE) de Bilbao. 
 
 
5.2.3.3.1- Espectros de RMN de 15N D1D2. 
 
Como se observa en la Fig. 5.15, en el espectro RMN de 1D de 1H RMN, se 
obtienen unas señales muy intensas en torno a 7 y 8 ppm, las cuales deberían aparecer si 
la muestra estuviera en PBS. Las señales de la proteína (por ejemplo los metilos en la 
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zona 0,5-1,0 ppm) son anchas y con poca dispersión, lo cual no es habitual en una 
proteína plegada y menos aún en una proteína con gran cantidad de lámina β como 
ICAM-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.15. Espectro de 1H-RMN en una dimensión de D1D2 15N. D1D2 15N se concentró por 
ultrafiltración hasta una concentración aproximada de 90 µM y se preparó una muestra para 
RMN añadiendo 5% D2O, 17% DSS (Ácido 4,4-dimetil-4-silapentane-1-sulfónico, compuesto 
usado en la calibración de un estándar para RMN) y NaN3 0,01%. El inserto corresponde a una 
zona ampliada del espectro. 
 
 
Como se observa en la Fig. 5.16, las señales obtenidas en el espectro de dos 
dimensiones son poco dispersas y aparecen en un rango pequeño de frecuencias en la 
dimensión de 1H lo cual es típico de proteínas sin estructura o ricas en hélice α. Se 
cuentan 103 señales cuando por el tamaño de la proteína deberían ser unas 190. Puede 
que el gran solapamiento observado incluso en este espectro 2D impida ver las demás 
señales. 
 
Estos datos indican que la proteína está marcada mayoritariamente con 15N pero 
junto con el espectro obtenido en la Fig. 5.15, parece que el plegamiento de la proteína 
no es óptimo o que presenta cierto grado de agregación. 
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Fig. 5.16. Espectro de 1H-15N RMN en dos dimensiones de D1D2 15N. En el eje horizontal se 
representan las señales de 1H y en el vertical las de 15N. 
 
 
5.2.3.3.2- Análisis de la interacción de D1D2 con el péptido CD11a237-261 
de LFA-1 mediante 1H15N-RMN. 
 
Pese a que el espectro de 2D de la proteína no era óptimo se intentó analizar la 
interacción entre D1D2 15N y un péptido de alta afinidad por ICAM-1 (CD11a237-261). 
Este péptido corresponde a una de las zonas de LFA-1 implicadas en la interacción con 
el dominio 1 (D1) de ICAM-1 y presenta una alta afinidad por ICAM-1 como se 
demuestra más adelante (sección 5.3.1). De este modo se pretendía determinar si algún 
aminoácido de 15N D1D2 interaccionaba específicamente con dicho péptido. Para ello se 
añadió un exceso de 4 veces de péptido con el fin de saturar  D1D2 15N. El exceso de 
péptido se comprobó mediante 1H-RMN.  
 
Como se observa en la Fig. 5.17, el espectro de la mezcla (en rojo) es 
esencialmente el mismo que el de D1D2 15N sin péptido (en negro). Esto quiere decir 
que o bien el péptido no se une o bien se une pero perturba señales de D1D2 15N que no 
se observan en el espectro (y por tanto no se observan los cambios).  
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Fig. 5.17. Espectro de 1H-15N RMN en dos dimensiones de D1D2 15N en presencia del 
péptido de alta afinidad CD11a237-261. En el eje horizontal se representan las señales de 1H y 
en el vertical las de 15N. Se muestra la superposición de los espectros de D1D2 15N (50 µM) en 
ausencia (negro) o presencia (rojo) del péptido de alta afinidad CD11a237-261 (200 µM).  
 
 
5.2.3.3.3- Análisis de la interacción de D1D2 con el residuo de 
glutámico 5 del péptido CD11a237-261 de LFA-1 mediante 1H15N-RMN. 
 
Resultados preliminares del grupo del Dr. Fernando Cossío de la Universidad del 
País Vasco indican que el residuo glutámico 266 de LFA-1 correspondiente al 
glutámico 5 del péptido CD11a237-261, podría estar implicado en la interacción con D1 de 
ICAM-1 (Dr. Fernando Cossío, comunicación personal). Para analizar si este residuo 
interaccionaba con D1D2, en este caso se utilizó el péptido CD11a237-261 donde el 
glutámico 5 se había marcado con 13C y 15N (13C15N-Glu5) y D1D2 sin marcar con 15N. 
En esta ocasión y dados los problemas encontrados anteriormente, se preparó una 
muestra favorable para la observación de los espectros de RMN (1 mg/ml, pH 4,5). 
 
Como se observa en la Fig. 5.18, se obtienen unas señales intensas de una molécula 
que parece un péptido desordenado. Poca dispersión, típico de péptidos random coil, 
salvo en la zona de los metilos. Esto podría ser debido a la secuencia IIYII presente en 
el péptido ya que el residuo aromático Tyr probablemente dispersa los metilos de las 
Ile.  
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Fig. 5.18. Espectro 1H-RMN del péptido de alta afinidad CD11a237-261 marcado con 13C-15N-
Glutámico-5. 
 
 
En la Fig. 5.19, se observa una señal muy mayoritaria (circulo rojo) y 3 
minoritarias (probablemente de péptidos similares con algún aminoácido de menos en 
el extremo N-terminal, típico de péptidos sintéticos). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.19. Espectro de 1H-13C RMN en dos dimensiones del péptido de alta afinidad 
CD11a237-261 marcado con 13C-15N-Glutámico-5. En el eje horizontal se representan las 
señales de 1H y en el vertical las de 15C. 
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Como se observa en el espectro 2D de 13C aparecen unas señales mayoritarias que 
son consistentes con un carbono α (a 29,5 ppm), un carbono β (a 32,5 ppm) y 2 carbono 
γ (a 27,3 ppm) de un residuo de glutámico. 
 
 
5.2.3.3.4- Estudio de la interacción de D1D2 con el péptido CD11a237-261 
marcado con 13C-15N-Glutámico-5. 
 
Una vez comprobado que el péptido estaba marcado correctamente y era de buena 
calidad para los estudios de RMN se procedió a analizar si se producía algún 
desplazamiento en el espectro de RMN del péptido al añadir D1D2 sin marcar. 
 
Como se observa en la Fig. 5.20, no se producen cambios en el espectro del péptido 
(negro) al añadir D1D2 (rojo). Hay un pequeño desplazamiento en la dimensión de 15N 
(0,09 ppm) si bien este cambio es menor que el error experimental (alrededor 0,1). Esto 
indica que no hay interacción o es muy débil y en estas condiciones no se observa. Si la 
hubiera, deberíamos observar movimientos, ensanchamiento o desaparición de la señal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.20. Espectro de 1H-15N RMN en dos dimensiones de D1D2 en presencia del péptido de 
alta afinidad CD11a237-261 13C15N-Glu5. En el eje horizontal se representan las señales de 1H y 
en el vertical las de 15N. Se muestra la superposición de los espectros del péptido de alta 
afinidad CD11a237-261 (20 µM) en ausencia (negro) o presencia (rojo) de D1D2 (80 µM). 
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Nuevamente en el espectro de 2D de 13C tal y como sucedía en el de 15N no se 
observan cambios al añadir D1D2 (Fig. 5.21). Esto indica que no hay interacción o es 
muy débil y en estas condiciones no se observa. Las señales que aparecen entre 32,5 y 
34, y entre 27,5 y 27 ppm son artefactos de la supresión de la señal del agua, no 
totalmente suprimida, y que en esta muestra tan diluida son de una intensidad similar a 
las señales del péptido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.21. Espectro de 1H-13C RMN de dos dimensiones de D1D2 en presencia del péptido de 
alta afinidad CD11a237-261 13C15N-Glu5. En el eje horizontal se representan las señales de 1H y 
en el vertical las de 13C. Se muestra la superposición de los espectros del péptido de alta 
afinidad CD11a237-261 (20 µM) en ausencia (negro) o presencia (rojo) de D1D2 (80 µM). 
 
 
5.2.4- Discusión. 
 
Una vez que las proteínas se han sintetizado, su cadena polipeptídica tiene que 
plegarse correctamente para adquirir su estructura tridimensional nativa característica y 
poder así ejercer su función biológica. El plegamiento constituye un importante proceso 
de reconocimiento intramolecular en la proteína, ya que conlleva el establecimiento de 
multitud de interacciones no covalentes entre los aminoácidos que la forman. 
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La información básica necesaria para que una proteína se pliegue correctamente, 
adoptando su estructura tridimensional nativa o biológicamente activa, está contenida 
en su secuencia de aminoácidos [347]. Este principio fundamental se demuestra por el 
hecho de que muchas proteínas sencillas que han sido previamente desnaturalizadas 
pueden replegarse por sí mismas, de forma reversible, a su conformación nativa, si son 
devueltas a las condiciones iniciales [348]. No obstante, el mecanismo por el cual una 
cadena polipeptídica adopta, de entre todas las conformaciones posibles, aquella que le 
permite realizar la función para la que fue sintetizada se desconoce, y constituye el 
llamado “problema del plegamiento” de las proteínas, que es actualmente uno de los 
problemas centrales de estudio en Bioquímica.  
 
El estado nativo es la conformación en la que la proteína se encuentra 
completamente plegada y por lo tanto, puede desempeñar su función biológica. En este 
estado, la proteína presenta una estructura global bien definida, ordenada y 
relativamente rígida. Se suele caracterizar por un elevado grado de compacidad y por la 
existencia de un núcleo hidrófobo y una superficie hidrófila, originando una 
conformación única bien definida (o más bien un conjunto de conformaciones muy 
similares entre sí, estructural y energéticamente), con interacciones entre sus residuos 
aminoacídicos. La reacción de plegamiento implica la adquisición de todas estas 
características a partir de las propias del estado desnaturalizado [349]. 
 
Por lo tanto, para confirmar el correcto plegamiento del estado nativo de las 
proteínas sintetizadas en el modelo procariota después del protocolo de 
desnaturalización y plegamiento en columna, se realizaron varios ensayos para analizar 
su conformación estructural. Con la ayuda del Dr. Adrián Velázquez llevamos a cabo 
ensayos de dicroísmo circular y fluorescencia intrínseca de triptófanos para comprobar 
si los dominios 1 y 2 de inmunoglobulina de ICAM-1 recombinante humano 
presentaban un plegamiento correcto como se había predicho por cristalografía de rayos 
X (PDB código: 1D3L). Como se esperaba, en el dicroísmo circular obtuvimos una 
señal alrededor de 205 nm característica de la presencia de laminas β [350]. En la 
fluorescencia intrínseca de triptófanos, máximos de fluorescencia alrededor de 330 nm 
y 375 nm, característico de proteínas que contienen varios residuos de triptófano y 
transiciones de fluorescencia durante la desnaturalización térmica, indicativo de 
proteínas plegadas [351, 352].  
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Con la ayuda del Dr. Francisco Blanco, llevamos a cabo ensayos de espectroscopía 
de RMN. Mediante esta técnica, se determinan las posiciones exactas de cada uno de 
los átomos que forman las proteínas. La técnica de RMN se basa en la absorción de 
ondas de radio por parte de determinados núcleos atómicos, que se produce cuando se 
cambia la orientación del momento magnético nuclear bajo la aplicación de un campo 
magnético externo. Los métodos de RMN utilizan las propiedades magnéticas de los 
núcleos atómicos dentro de una molécula para obtener una serie de restricciones de 
distancias entre átomos, a partir de las cuales se puede obtener la estructura 
tridimensional de la molécula proteica a nivel atómico. Así pues, esta técnica 
proporciona gran cantidad de información sobre la estructura secundaria y terciaria de 
las proteínas a nivel de residuo, por lo tanto, se trata de una técnica espectroscópica que 
proporciona, junto con la cristalografía de rayos X, información atómica detallada sobre 
las proteínas [353]. 
 
El espectro más sencillo de RMN que se puede adquirir de una proteína, un 
espectro monodimensional de protón, proporciona las indicaciones más claras acerca de 
si una proteína está bien plegada o, por el contrario, parcial o completamente 
desnaturalizada. Si la proteína está bien plegada, en el espectro se observa una buena 
dispersión de la señal de los protones del enlace peptídico (que resuenan entre 6 y 10 
ppm), y aparecen señales a campo alto (por debajo o alrededor de 0 ppm) que resultan 
de la interacción terciaria estable entre las cadenas laterales de aminoácidos alifáticos y 
residuos aromáticos [353]. En nuestros ensayos, no pudimos observar estas señales, 
pudiéndose tratar de algún problema en la preparación del stock, a la tendencia de estas 
proteínas a formar agregados o a un problema en la conservación durante el transporte 
al Centro para Investigación Cooperativa en Biociencia (CIC bioGUNE) de Bilbao. 
 
Además, otra importante aplicación de la técnica de RMN es que permite estudiar 
la unión entre biomoléculas. Cuando se produce una interacción entre distintas 
moléculas, se generan cambios en las señales del espectro de RMN (en los 
desplazamientos químicos, en la anchura de línea, y/o en la intensidad) con respecto a 
cada una de las moléculas por separado. En consecuencia, una manera de abordar el 
estudio por RMN de si existe o no interacción, consiste en comparar los espectros del 
mismo tipo (por ejemplo, los espectros monodimensionales) de las moléculas en estado 
libre con respecto al espectro del complejo formado [353]. Sin embargo, en nuestros 
resultados al poner en contacto la proteína D1D2 junto con el péptido de alta afinidad 
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procedente de LFA-1 CD11a237-261, no pudo observase cambios en los espectros de 
RMN. Esto puede deberse al estado inicial de la proteína o a que el aminoácido E5 del 
péptido no interacciona directamente con la proteína como estudios anteriores parecían 
indicar [204, 354].  
 
A pesar de haber logrado un eficiente grado de marcaje de la proteína D1D2 con 
15N, los ensayos de RMN no pudieron mostrar ningún resultado concluyente sobre el 
plegamiento de la proteína como lo hicieron el dicroísmo circular y la fluorescencia 
intrínseca de triptófanos. No obstante, hay que tener en cuenta que estos ensayos de 
análisis estructural no proporcionan información acerca de su actividad biológica. Por 
lo tanto, para asegurarnos de que los dominios 1 y 2 de ICAM-1 se encontraban bien 
plegados como pretendía predecir el dicroísmo circular y la fluorescencia intrínseca de 
triptófanos y que podría ser aplicado a ensayos fisiológicos y al desarrollo adecuado del 
biosensor, realizamos varios ensayos para analizar la actividad de estas proteínas 
derivadas de ICAM-1. 
 
 
5.3- Análisis de la actividad de ICAM-1 por LFA-1. 
 
5.3.1- Ensayo de calorimetría de titulación isotérmica. 
 
Los datos obtenidos a partir del dicroísmo circular y de la desnaturalización térmica 
indican que nuestra proteína D1D2Fc presenta una estructura secundaria y terciaria 
adecuada. Sin embargo, esto no significa que la proteína sea funcionalmente activa y 
capaz de reconocer sus ligandos naturales. Por lo tanto, para probar la actividad de 
D1D2Fc se analizó la interacción de esta proteína con péptidos derivados de su ligando 
natural LFA-1 por calorimetría de titulación isotérmica (ITC). 
 
La ITC es una de las técnicas que más se utiliza para caracterizar las interacciones 
entre moléculas biológicas debido a su gran exactitud y precisión [355]. La técnica de 
ITC se basa en la medición electrónica del calor absorbido o liberado durante el proceso 
de asociación a una temperatura determinada. La ventaja principal frente a otras 
técnicas es que permite determinar el valor exacto de la constante de unión, la 
estequiometría de la reacción y la entalpía de la asociación simultáneamente y de forma 
directa en un solo experimento. El procedimiento experimental general para la 
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determinación de la constante de unión ICAM-1/LFA-1 consiste en realizar una 
titulación. En la célula de reacción se coloca la disolución de proteína D1D2Fc a una 
concentración determinada, 12 µM, y se van añadiendo secuencialmente cantidades 
constantes del péptido de LFA-1. Así, se registra el calor necesario para mantener 
constante la temperatura y la presión de la célula después de cada inyección de péptido. 
El contenido de la célula de reacción esta continuamente agitándose para asegurar la 
rápida mezcla de los reactantes y junto a esta célula, existe otra de referencia que 
únicamente contiene tampón. Así pues, de esta forma, el calor absorbido o liberado 
durante la reacción de asociación ICAM-1/LFA-1 se obtiene como la diferencia entre el 
calor de la reacción ICAM-1/LFA-1 y el correspondiente calor de la célula de 
referencia. En los experimentos de ITC es fundamental que las condiciones del tampón 
sean idénticas en todas las disoluciones utilizadas (de la proteína y del péptido), ya que 
pequeñas diferencias en las concentraciones salinas pueden alterar en gran medida el 
calor necesario para mantener constante la temperatura. 
 
Como puede observarse en la Fig. 5.22, el péptido ITDGEATDSGNIDAAKDIIYI-
IGI (CD11a237-261) presentó una elevada constante de afinidad con D1D2Fc (KD = 0,05 
µM) como cabría esperar ya que pertenece al dominio-Iα de CD11a, el cual es el 
principal sitio de unión para el dominio 1 de ICAM-1 [321, 356]. En esta situación, 
todo el péptido añadido en cada reacción se une a ICAM-1 hasta que se produce la 
saturación y por lo tanto, todos los picos excepto los últimos, exhiben el mismo calor 
desprendido. A través de este ensayo conseguimos averiguar que nuestra proteína 
recombinante de ICAM-1, D1D2Fc, era capaz de unirse al dominio-Iα de CD11a. Este 
ensayo también se llevó a cabo con el péptido DSGNIDAAKD (CD11a244-253) marcado 
con FITC, observando que dicho fluoróforo no interfiere en la unión con ICAM-1 (KD 
= 0,09 µM), hecho probable al tratarse de un péptido con la misma secuencia que 
CD11a237-261 pero más corta. Al comprobar sus constantes de afinidad, se puede ver 
como la presencia del fluoróforo no interfiere en la afinidad del péptido ya que en los 2 
casos se obtiene el mismo orden de magnitud de afinidad.  
 
El péptido GVDVDQDGETELIGAPLFYGEQRG (CD11a441-465) presenta una 
afinidad intermedia (KD = 0,9 µM) y el péptido APLFYGEQRG (CD11a456-465), 
formado por los últimos 10 aminoácidos del péptido anterior, presenta aún menos 
afinidad (KD = 2 µM) ya que estos péptidos están en una región mas alejada del 
dominio-Iα del CD11a y por lo tanto, como cabría esperar, interaccionan más 
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débilmente ya que desde la primera inyección del péptido a la solución de D1D2Fc, solo 
una fracción de péptido se une produciendo así una curva de titulación menos 
pronunciada en la cual la saturación es mas difícil de alcanzar. 
 
Fig. 5.22. Representaciones gráficas de los distintos ensayos de calorimetría de D1D2Fc con 
distintos péptidos procedentes de LFA-1. A. D1D2Fc con el péptido ITDGEATDSGNIDAAK-
DIIYIIGI (CD11a237-261). B. D1D2Fc con el péptido FITC (Ahx)-DSGNIDAAKD (CD11a244-253). 
C. D1D2Fc con el péptido GVDVDQDGETELIGAPLFYGEQRG (CD11a441-465). D. D1D2Fc con 
el péptido FITC (Ahx)-APLFYGEQRG (CD11a456-465). 
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5.3.2- Ensayo de resonancia de plasmón superficial. 
 
Los sensores SPR miden cambios en el índice de refracción en la superficie de un 
metal que presenta plasmón superficial y pueden ser dispositivos biosensores altamente 
sensibles para detectar interacciones biomoleculares cuando el elemento de 
reconocimiento se inmoviliza en la proximidad de la superficie de la capa metálica. Las 
moléculas de analito que entran en contacto con el biosensor se unen al elemento de 
reconocimiento, produciéndose un incremento del índice de refracción local en la 
superficie. Los cambios en el índice de refracción de este medio producen cambios en 
la constante de propagación del plasmón superficial, que a su vez altera características 
de la luz acoplada a éste como el ángulo y la longitud de onda de acoplamiento, la 
intensidad o la fase. Al registrar de forma continua la luz reflejada, se obtiene un perfil 
de los cambios del índice de refracción en el medio adyacente a la superficie metálica, 
obteniendo información en tiempo real de las interacciones que ocurren en él.  
 
Para desarrollar un biosensor basado en SPR, en primer lugar, la superficie del 
biosensor fue activada con una solución de EDC/NHS. Después, para llevar a cabo este 
ensayo, había que asegurar la orientación adecuada de D1D2Fc inmovilizada en la 
superficie del biosensor así como que los sitios de unión estuviesen fácilmente 
accesibles, ya que esto es crucial para que la interacción tenga lugar y para la 
determinación exacta de la afinidad de la unión. Para ello, inmovilizamos en la 
superficie del biosensor un anticuerpo anti-Fc humano para controlar la orientación de 
esta versión de ICAM-1.  
 
En la Fig. 5.23, se representa la información cuantitativa de la detección del 
biosensor en cada paso, donde 1.000 UR corresponde a la concentración superficial de 
aproximadamente 1 ng/mm2. A partir de los datos obtenidos, pudimos estimar la 
eficacia de la inmovilización de la proteína y la concentración óptima para asegurar un 
buen rendimiento del biosensor en experimentos posteriores. Por ejemplo, 9.000-10.000 
UR de respuesta del biosensor con la inmovilización del anticuerpo anti-Fc y 3.000 - 
4.000 UR para la inmovilización de D1D2Fc. 
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Fig. 5.23. Curva de respuesta SPR durante el transcurso de la inmovilización de D1D2Fc en 
el biosensor. 
 
 
Una vez que disponíamos del biosensor con la proteína D1D2Fc inmovilizada 
correctamente, se hizo pasar a través del biosensor la proteína LFA-1 así como péptidos 
de LFA-1 para corroborar los datos obtenidos en las calorimetrías. Como puede verse 
en la tabla 5.2, tanto la proteína LFA-1 como el péptido CD11a456-465 mostraron una 
baja constante de afinidad por D1D2Fc. Por el contrario, el péptido CD11a237-261 mostró 
una elevada constante de afinidad. 
 
 
KD (nM) 
LFA-1 16500 
CD11a237-261 0,3 
CD11a456-465 340 
 
Tabla 5.2. Cálculo de la constante de disociación de D1D2Fc para la proteína LFA-1 y los 
péptidos CD11a237-261 y CD11a 456-465 obtenidos en el biosensor SPR. 
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5.3.3- Ensayo de adhesión de células B. 
 
Con la idea de desarrollar un biosensor en placa para un manejo práctico y sencillo, 
había que comprobar si podíamos inmovilizar nuestra proteína recombinante D1D2Fc en 
las placas por medio de su región Fc. Para comprobarlo, se indujo la adhesión celular de 
células no adherentes por medio de las células R69 (línea celular linfoblastoide B 
humana inmortalizada con el virus de Epstein-Barr) previamente activadas [357]. De 
este modo, también se observa si la proteína D1D2Fc es capaz de unirse a LFA-1 en la 
célula. 
 
Como se puede apreciar en la Fig. 5.24 A, D1D2Fc es capaz de mediar la adhesión 
de los linfocitos B activados mostrando una mayor actividad a una concentración de 50 
µg/pocillo. Las células incubadas solo con medio o en pocillos recubiertos con IgG1 
muestran una extensa formación de agregados y no hay presencia de células adheridas 
(Fig. 5.24 B). Por el contrario, la agregación de células es mucho menor en pocillos 
recubiertos con D1D2Fc y varias células con morfología similar a fibroblastos son 
detectadas. La cuantificación de la adhesión celular resultó en un aumento de 10 veces 
en relación con el control negativo de IgG1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
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Fig. 5.24. Ensayo de adhesión de linfocitos B R69 activados mediado por D1D2Fc sobre una 
placa Elisa de 96 pocillos. A. Una vez que se inmovilizaron en la placa las diferentes 
concentraciones de ICAM-1 e IgG1 durante toda la noche a 4ºC, se lavaron los pocillos de 
proteína no unida y se añadieron las células B R69 previamente activadas con PMA. La 
cuantificación de la adhesión celular, llevada a cabo por MTT, se representa como el número 
de incrementos con respecto al control IgG1 humana. Los valores se representan como la media 
± SEM de 2 experimentos independientes realizados por duplicado. B. Fotografías de células 
R69 tomadas durante el ensayo de adhesión. a) Células a tiempo 0; b) células incubadas con 
medio; c) células incubadas en pocillos recubiertos con IgG1 humana; d) células incubadas en 
pocillos recubiertos con la proteína comercial D1D5Fc como control positivo de la adhesión; e) 
células incubadas en pocillos recubiertos con D1D2Fc. Las imágenes son una ampliación de 
imágenes tomadas con un microscopio óptico x10. 
 
 
La actividad de esta quimera para promover la adhesión de células B fue menor que 
en el control positivo, realizado con una proteína recombinante de ICAM-1 comercial 
con los 5 dominios a una concentración de 6 µg/pocillo (Fig. 5.24 B). Puede observarse 
muchísima adhesión ya que al poseer los 5 dominios de inmunoglobulina puede formar 
dímeros, lo cual favorece su interacción con LFA-1 [358, 359].  
 
 
B 
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5.3.4- Ensayo de reconocimiento de LFA-1 en células T por 
D1D2Fc. 
 
Como se ha explicado anteriormente (sección 1.2.1.1), LFA-1 es conocida por ser 
una leucointegrina al estar expresada en todos los leucocitos. De esta forma, una 
manera fácil de demostrar si D1D2Fc es capaz de reconocer LFA-1 completo sería 
utilizarla para analizar la expresión de LFA-1 en la membrana celular por citometría de 
flujo. Para ello, se utilizó la leucemia T humana Jurkat. Como se muestra en la Fig. 
5.25, al ir aumentando la concentración de D1D2Fc incubada con las células Jurkat, 
aumenta el porcentaje de células marcadas indicando la unión de esta proteína a la 
superficie celular a través de LFA-1. Es importante destacar que el rendimiento 
conseguido es bastante bueno ya que con 1 µg/105 células es suficiente para reconocer 
específicamente LFA-1 en aproximadamente el 80% de las células. 
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Fig. 5.25. Análisis de la unión de D1D2Fc a LFA-1 presente en células Jurkat mediante 
citometría de flujo. Diferentes cantidades de D1D2Fc o de IgG1 humana se incubaron con 
células Jurkat. Después de lavar las proteínas no unidas, las células se incubaron con un 
anticuerpo anti-Fc marcado con PE y se analizaron por citometría de flujo. A. En el histograma 
se muestran los números correspondientes al porcentaje de células para las barras verticales. 
Negro: IgG1 isotipo control; gris: 10 µg IgG1 humana; color: D1D2Fc (rojo: 0,1 µg; verde: 1 
µg; azul: 10 µg). B. La gráfica muestra la intensidad media de fluorescencia (IMF) ± SEM de 3 
experimentos independientes realizados por duplicado. Los análisis estadísticos se realizaron 
con ANOVA de dos vías con Bonferroni comparando D1D2Fc con el control IgG1. ***, p 
<0,001.  
 
 
5.3.5- Ensayo de citotoxicidad mediado por células NK 
humanas. 
 
Como se ha explicado anteriormente en la introducción (sección 1.1.2), la 
activación de las células NK es el resultado de un complejo equilibrio entre las señales 
inhibidoras y activadoras, y requiere no sólo de una deficiente expresión de MHC-I en 
las células diana, sino también de la expresión de ligandos inducibles para los 
receptores de activación de las células NK.  
 
Dada la importancia de la interacción ICAM-1/LFA-1 para modular la formación y 
señalización de la sinapsis inmunológica y así poder realizar su función citotóxica, se 
analizó la capacidad de las proteínas recombinantes de ICAM-1 de interferir en esta 
función. 
 
Como puede observarse en la Fig. 5.26, la incubación con cantidades crecientes de 
D1D2Fc bloqueó completamente la muerte celular inducida por las células NK humanas 
en la leucemia humana K562. Es importante destacar que la inhibición no fue debida a 
la presencia de la región Fc, el cual es conocido por unirse y activar los receptores 
específicos en las células NK para mediar la citotoxicidad celular dependiente de 
anticuerpo (ADCC), ya que la proteína purificada D1D2 mostró una actividad similar. 
Estos resultados indican que estas proteínas tienen una buena actividad biológica y 
pueden reconocer a LFA-1 en la membrana de las células NK ya que solo 10 µg de 
proteína son capaces de bloquear completamente la muerte celular ejercida por las 
células NK. Por otra parte, estos resultados indican que estas proteínas podrían también 
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ser utilizadas para el estudio de procesos en los que las células NK pudieran estar 
implicadas.  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.26. Inhibición de la citotoxicidad mediada por células NK por la presencia de D1D2 y 
D1D2Fc. Células NK humanas aisladas de donantes sanos y enriquecidas mediante MACS, 
fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG antes de ser incubadas con la línea tumoral 
K562 con una ratio 3:1 efector:diana durante 4 h. en presencia o ausencia de diferentes 
concentraciones de D1D2 y D1D2Fc o 15 µg de IgG1 humana como control. Posteriormente, la 
muerte celular fue analizada por medición de la traslocación de PS por citometría de flujo en la 
población negativa para CTG como se describe en materiales y métodos (sección 4.16). Los 
valores se representan como la media ± SEM de 2 experimentos independientes realizados por 
duplicado. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de dos vías con Bonferroni 
comparando D1D2 y D1D2Fc con el control IgG1. ***, p <0,001. 
 
 
5.3.6- Ensayo de adhesión de monocitos/macrófagos 
humanos. 
 
El crecimiento de células adherentes como monocitos o macrófagos requiere de 
señales no sólo de los receptores de factor de crecimiento sino también de la capacidad 
de adherirse a la superficie por medio de las moléculas de adhesión como las integrinas 
[360]. En términos generales, las integrinas tienen dos funciones básicas: mediar en la 
adhesión y en la señalización [361]. Mediante estudios sobre monocitos humanos in 
vitro se descubrió que la adhesión es un factor importante para la supervivencia y 
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diferenciación de dichos monocitos [362]. Esta observación llevó a la hipótesis de que 
los factores bioquímicos presentes en el suero humano deben ser cruciales para la 
maduración de los monocitos. Por lo tanto, para aprender más sobre las moléculas de 
superficie implicadas en la adhesión y comprobar la habilidad de nuestras proteínas de 
interactuar con LFA-1, se comparó la unión de monocitos y macrófagos humanos al 
plástico en presencia de inhibidores de la integrina LFA-1. 
 
Como los macrófagos humanos son difíciles de obtener a partir de donantes 
humanos en cantidades suficientes, es necesario generarlos in vitro a partir de 
monocitos de sangre periférica. Para ello, tal como se describe en materiales y métodos 
(sección 4.2.10), los macrófagos fueron generados a partir de monocitos en presencia 
de GM-CSF. Como puede observarse en la Fig. 5.27, los monocitos sin estimular 
presentan un fenotipo adherente con formas irregulares mientras que estas células en  
presencia de GM-CSF durante 6 días se diferenciaron a macrófagos. Como cabía 
esperar, la mayoría de estas células presentaron una morfología de “huevo frito”, 
característico de macrófagos proinflamatorios M1 [363].  
 
Fig. 5.27. Diferenciación de monocitos humanos a macrófagos en presencia de GM-CSF. 
Una vez que los monocitos fueron aislados de donantes sanos a partir de sangre periférica, se 
incubaron durante 6 días en presencia de GM-CSF. Esto generó la diferenciación de estas 
células a macrófagos M1 con una morfología característica de “huevo frito”. Las fotografías 
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del proceso de diferenciación fueron tomadas con un microscopio de luz (aumento original x20 
para las imágenes de la izquierda y x40 para las de la derecha). 
 
 
Una vez que conseguimos obtener monocitos y presuntamente macrófagos, 
decidimos confirmar su fenotipo por citometría de flujo para asegurarnos de que 
realmente estábamos trabajando con las células que nos interesaban. Como se puede 
apreciar en la Fig. 5.28, los macrófagos derivados de monocitos mostraron una elevada 
expresión de HLA-DR y CD14, propiedad característica de macrófagos en comparación 
con los monocitos [364]. La expresión de LFA-1 e ICAM-1 también fue analizada. 
Como puede observarse, ambas proteínas fueron altamente expresadas tanto en 
monocitos como en macrófagos, mostrando una pequeña disminución en la expresión 
de ICAM-1 al diferenciarse a macrófagos pero manteniendo aproximadamente el 
mismo nivel de expresión de LFA-1. 
 
Fig. 5.28. Análisis fenotípico de monocitos y de macrófagos. Una vez que los PBLs fueron 
aislados a partir de la sangre periférica de donantes sanos, se analizó la expresión de HL-DR, 
CD14, CD54 y CD11a por citometría de flujo (fila superior). Al analizar la población de 
monocitos (marcada en rojo) se mostró una elevada expresión para estas proteínas de 
superficie. Después de 6 días de diferenciación con GM-CSF, los macrófagos obtenidos fueron 
aislados de las placas mediante una rasqueta y analizados de la misma manera que los 
monocitos por citometría de flujo (fila inferior). Esto mostró una elevada expresión de HLA-DR 
y de CD14, característica de macrófagos bien diferenciados. Los números en los diagramas de 
puntos corresponden al porcentaje de células en cada cuadrante. 
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Una vez que pudimos contar con monocitos y con macrófagos diferenciados, 
realizamos una prueba para comprobar si una suspensión de estas células era capaz de 
adherirse al plástico en presencia de varios inhibidores de la interacción ICAM-1/LFA-
1. Como se muestra en la Fig. 5.29, la adhesión tanto de monocitos como de 
macrófagos fue inhibida completamente con la presencia de cantidades crecientes tanto 
de D1D2 como de D1D2Fc. Como control, la lovastatina, un inhibidor alostérico 
específico de LFA-1 (sección 1.6.2), fue capaz de inhibir eficientemente la adhesión. 
Esto demuestra que la inhibición de LFA-1 es suficiente para bloquear la adhesión 
aunque las principales moléculas conocidas para mediar esta adhesión sean Mac-1 y las 
integrinas β1 [365, 366]. El nivel de inhibición fue prácticamente el mismo para ambas 
células. Esto puede ser debido a que presentan el mismo nivel de expresión de LFA-1 
como se mostró en la Fig. 5.28. Los monocitos y macrófagos pudieron sobrevivir en 
cultivo cuando fueron capaces de adherirse firmemente al plástico, ya que la adhesión 
al plástico permite que estas células produzcan factores de supervivencia autocrinos 
[367]. 
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Fig. 5.29. Inhibición de la adhesión al plástico de monocitos y macrófagos diferenciados 
mediada por D1D2 y D1D2Fc. Después de la obtención de monocitos (A) y diferenciación de 
estos a macrófagos (B), ambas células se incubaron con diferentes concentraciones de proteína 
D1D2 y D1D2Fc, 20 µg de IgG1 humana y 100 µM de lovastatina durante toda la noche a 37ºC. 
Posteriormente, se realizaron 2 lavados con PBS para eliminar las células no adheridas y la 
cuantificación de la adhesión celular fue llevada a cabo por MTT. Los valores se representan 
como la media ± SEM de 2 experimentos independientes realizados por duplicado. El análisis 
estadístico fue realizado con ANOVA de dos vías con Bonferroni comparando D1D2 y D1D2Fc 
con el control IgG1. ***, p <0,001.   
 
 
5.3.7- Discusión. 
 
Por medio de los experimentos de dicroísmo circular y fluorescencia intrínseca de 
triptófanos, conseguimos descubrir que las proteínas generadas de ICAM-1 contenían 
los dominios de inmunoglobulina plegados correctamente. Por lo tanto, se realizaron 
varios ensayos para comprobar la correspondiente actividad de las proteínas de ICAM-
1.  
 
Con la ayuda del Dr. Adrián Velázquez, realizamos calorimetrías de titulación 
isotérmica con diferentes péptidos procedentes de CD11a y marcados algunos de ellos 
con FITC. Pudimos ver que presentaban una elevada afinidad por ICAM-1, 
concretamente por el dominio 1 [368], aquellos péptidos que pertenecían al dominio-Iα 
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de CD11a y que la presencia de un fluoróforo no interfiere en la interacción, lo cual es 
muy importante para que se produzca el efecto FRET en el biosensor de fluorescencia. 
Además, los péptidos correspondientes a secuencias de LFA-1 más alejadas de la zona 
de unión a ICAM-1, presentaron una menor afinidad como cabría esperar por estudios 
realizados anteriormente [321].  
 
Para corroborar los datos de las calorimetrías y confirmar la actividad de ICAM-1, 
se realizaron ensayos de SPR para calcular la afinidad del dominio-Iα de LFA-1 como 
de péptidos procedentes de LFA-1. El péptido CD11a456-465 y CD11a237-261 mostraron 
una afinidad baja y alta respectivamente como ocurría en los ensayos de calorimetrías y 
en estudios anteriores [321]. Sin embargo, la proteína LFA-1 mostró una baja afinidad 
por D1D2Fc. Esto puede ser a consecuencia de que la unión de este dominio requiere de 
la presencia de magnesio para presentar una alta afinidad [369]. 
 
Con los ensayos de calorimetría y SPR pudimos ver que los dominios de ICAM-1 
se habían plegado correctamente y que presentaban actividad ya que eran capaces de 
unirse a péptidos procedentes de la zona de unión de LFA-1 [369]. De entre todos los 
ensayos realizados, estos son los más importantes para el desarrollo del biosensor de 
fluorescencia y SPR. 
 
A pesar de que la proteína de ICAM-1, D1D2Fc, era capaz de interaccionar con 
secuencias específicas derivadas de LFA-1, los péptidos son secuencias cortas de 
aminoácidos lineales que no imitan completamente la interacción entre proteínas que 
contienen una estructura espacial tridimensional. Por lo tanto, para demostrar que las 
versiones de ICAM-1 son activas y útiles para analizar procesos en los que está 
implicada la interacción ICAM-1/LFA-1, analizamos su capacidad de interaccionar con 
la forma nativa de LFA-1 expresada en la membrana plasmática de células linfoides y 
mieloides.  
 
Para comprobar una de las actividades más importante de ICAM-1, la capacidad de 
mediar la extravasación de los linfocitos, realizamos un ensayo de adhesión [370]. 
ICAM-1 recombinante humano presenta actividad biológica al ser capaz de adhesionar 
linfocitos B activados pero de una manera menos eficiente que el control utilizado ya 
que éste presentaba los 5 dominios de inmunoglobulina presentes en ICAM-1, por lo 
que es capaz de formar dímeros y facilitar el proceso de adhesión. Aunque la 
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dimerización se realiza a través de los dominios 1 y 2 [88], el dominio 5 parece ser 
importante para favorecer dicho proceso [358]. Nuestra proteína solo presenta los 2 
primeros, por lo que aunque es capaz de mediar la interacción con LFA-1 celular, lo 
hace de manera menos eficiente al carecer del resto de los dominios. Además, las 
células B utilizadas en este ensayo expresan la integrina Mac-1, la cual interacciona con 
el dominio D3 presente en la proteína comercial pero ausente en D1D2Fc. Todo ello, 
hace que se favorezca más la adhesión celular con la proteína comercial que con 
D1D2Fc. 
 
Habría que probar este mismo ensayo usando un control con solo los 2 primeros 
dominios de ICAM-1 para poder comparar de manera más realista los resultados. 
También sería importante utilizar otra línea celular ya que las células R69 tienden a 
agregarse, lo que puede dificultar la adhesión sobre el plástico. También es importante 
mencionar que ICAM-1 fisiológico se encuentra glicosilada, pero al parecer, esta 
glicosilación carece de importancia en el proceso de adhesión ya que nuestra proteína 
recombinante no se encuentra glicosilada al haber sido expresada en un sistema 
procariota. Aunque no parece afectar en el proceso como ya se ha demostrado 
anteriormente [371], habría que comprobar la actividad de este ICAM-1 frente a este 
mismo ICAM-1 recombinante pero expresado en un sistema eucariota (células HEK 
293F [338] o levaduras). 
 
Dado que la integrina LFA-1 es un reconocido marcador leucocitario, intentamos 
utilizar la proteína recombinante de ICAM-1, D1D2Fc, para detectar la presencia de esta 
molécula en la superficie celular de células T. D1D2Fc presenta actividad biológica al 
ser capaz de interaccionar con LFA-1 a modo de anticuerpo, mostrando un alto grado 
de reconocimiento ya que con solo 1 µg de proteína se obtiene un alto grado de unión.  
 
Otra función importante de la molécula ICAM-1 reside en su interacción con LFA-
1 durante la formación de la sinapsis inmunológica. Este complejo, formado durante la 
presentación antigénica y el reconocimiento y eliminación de células trasformadas, es 
de vital importancia para la función inmunológica de los linfocitos. En estudios previos, 
ya se demostró la importancia de esta interacción y el efecto producido de su 
interferencia [372, 373]. En el ensayo realizado con NKs activadas in vitro frente a la 
línea K562 en presencia de las proteínas de ICAM-1, D1D2 y D1D2Fc, proporcionó una 
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completa disminución de la capacidad de eliminación de estas células por parte de las 
NKs. 
 
A pesar de los resultados obtenidos en los ensayos de RMN, estos experimentos 
demuestran que las proteínas de ICAM-1 purificadas presentan actividad biológica. 
Esto puede ser debido a que estas proteínas pueden estar formando agregados en los 
cuales el sitio de unión esta expuesto para interaccionar mientras que en los ensayos de 
RMN, estos agregados pueden interferir en las señales obtenidas de RMN.  
 
Al trabajar con proteínas de adhesión celular, intentamos saber si la integrina LFA-
1 interviene en el proceso de adhesión de monocitos y macrófagos. A pesar de que las 
moléculas principales en mediar la adhesión son Mac-1 y las integrinas β1 [365, 366], 
poco es conocida la participación de LFA-1 en este proceso. Los resultados mostraron 
que el bloqueo del sitio de unión de LFA-1 por las proteínas de ICAM-1 D1D2 y 
D1D2Fc y por el inhibidor alostérico lovastatina denota un papel importante de esta 
molécula en el proceso de adhesión al plástico. No obstante, poco es conocido sobre la 
participación de esta molécula en este proceso in vivo y más experimentos serían 
requeridos para comprobarlo. 
 
Todos estos resultados indican que las proteínas basadas en D1D2 presentan una 
buena actividad biológica y podrían ser utilizados en el tratamiento de patologías donde 
la interacción ICAM-1/LFA-1 juega un papel importante. 
 
 
5.4- Desarrollo de biosensores para la búsqueda de 
inhibidores de la interacción ICAM-1/LFA-1. 
 
Con los resultados obtenidos hasta ahora, hemos demostrado que se puede producir 
una proteína quimera de ICAM-1, D1D2Fc, plegada correctamente presentando los 
dominios de inmunoglobulina característicos de esta proteína. Además, es capaz de 
reconocer tanto péptidos procedentes de LFA-1 como LFA-1 presente en la superficie 
de las células, demostrando que presenta una buena actividad biológica. Aprovechando 
todas estas cualidades, decidimos llevar a cabo el desarrollo de un biosensor que 
pudiera servir para buscar fármacos que bloqueen la interacción ICAM-1/LFA-1 y 
pudiera aplicarse al tratamiento de enfermedades autoinmunes y metástasis. 
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5.4.1- Biosensor basado en FRET. 
 
5.4.1.1- Marcaje de la proteína D1D2Fc. 
 
Para generar el biosensor, en primer lugar marcamos la proteína D1D2Fc con un 
fluoróforo. Para ello, tal como se describe en materiales y métodos (sección 4.12), 
incubamos la molécula tris-NTA con el fluoróforo FITC, el cual estaba derivatizado 
con un grupo succinimidil-éster. Gracias a este grupo, se conseguía fácilmente conjugar 
el FITC con esta molécula a través de un enlace amida (Fig. 5.30). Lo importante de 
este conjugado generado de tris-NTA-FITC era que utilizando el mismo principio con 
el que purificábamos la proteína D1D2Fc, a través de la cola de histidinas, se conseguía 
marcar. Además, este marcaje se realizaba de manera muy específica ya que el tris-
NTA, al actuar como un tridente, solamente es capaz de unirse en presencia de Níquel a 
6 histidinas unidas consecutivamente, las cuales están presentes únicamente en la cola 
de histidinas (Fig. 5.30). De esta manera, se lograba un marcaje específico de la 
proteína en la zona deseada ya que precisamente la cola de histidinas se localiza 
próxima al dominio 1 el cual, como se ha comentado en la introducción (sección 1.3.2), 
es la zona de unión a LFA-1.  
 
Fig. 5.30. Conjugación del fluoróforo FITC con el linker tris-NTA. El linker tris-NTA fue 
incubado con FITC para generar el conjugado tris-NTA-FITC. Esto se lleva a cabo gracias a la 
presencia de un grupo amino libre muy reactivo presente en tris-NTA. Este grupo amino 
desencadena un ataque nucleofílico sobre el grupo succinimidil-éster del fluoróforo FITC. Esto 
provoca la liberación del grupo saliente pirrol y la formación de un enlace amida entre estas 
moléculas. Posteriormente, este conjugado fue incubado con la proteína D1D2Fc en presencia 
de Níquel. Gracias a su morfología de tridente, la molécula tris-NTA se unirá selectivamente a 
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la cola de histidinas presente en la región N-terminal de la proteína en una relación 1:1 
proteína:tris-NTA-FITC.  
 
 
Una vez conjugado el fluoróforo FITC con la molécula tris-NTA, incubamos esta 
mezcla con la proteína D1D2Fc. Para eliminar los excesos de FITC, tris-NTA y Níquel, 
la mezcla de reacción se pasó a través de una columna de sephadex G25 dos veces para 
asegurar la eliminación completa de dichos reactivos. Como puede observarse en la 
Fig. 5.31, el espectro de absorbancia de la proteína purificada D1D2Fc, antes de realizar 
la conjugación, presentaba un pico característico de proteínas en torno a 280 nm (Fig. 
5.31, azul). Al pasar por la columna de sephadex la mezcla de reacción, puede 
observase en el espectro de absorbancia un pico a 500 nm característico del fluoróforo 
de FITC así como un pico correspondiente a la proteína D1D2Fc a 280 nm (Fig. 5.31, 
rojo). Esto denota que el fluoróforo se ha unido exitosamente a la proteína si bien al 
pasar por la columna de sephadex, parte de la proteína se ha perdido durante el proceso 
de purificación. 
 
Fig. 5.31. Espectros UV-visible correspondientes a la proteína D1D2Fc y al conjugado 
D1D2Fc-tris-NTA-FITC. La proteína purificada D1D2Fc fue medida en el espectrofotómetro 
antes de la reacción. Después de incubar la proteína D1D2Fc con el conjugado previamente 
formado tris-NTA-FITC, se descartó el exceso de reactante a través de una columna de 
sephadex G25 y el eluido se midió en el espectrofotómetro. 
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A partir del espectro de absorbancia del conjugado D1D2Fc-tris-NTA-FITC, 
cuantificamos el grado de marcaje (DOL) de la proteína D1D2Fc. Como se muestra en 
la formula de la Fig. 5.32, a través de la ley de Lambert-Beer pudimos comprobar que 
el grado de marcaje fue 1,25 veces. Es decir, existían teóricamente 1,25 moléculas de 
FITC unidas por proteína D1D2Fc. En principio, solo se puede unir una molécula de 
FITC por proteína a través del tris-NTA. Este posible exceso de marcaje puede ser 
debido a que al estar el FITC derivatizado con un buen grupo saliente, el exceso de 
FITC que no reaccionó con el tris-NTA interaccione con algún grupo reactivo de la 
proteína. El posible marcaje inespecífico no debería ser muy problemático ya que para 
que posteriormente pueda observarse FRET, los fluoróforos deben estar próximos entre 
si (sección 1.7). Aunque esta inespecificidad si que puede afectar a la señal base de 
fluorescencia de la proteína. 
 
 
 
 
Fig. 5.32. Fórmula utilizada para calcular el grado de marcaje (DOL) de la proteína con el 
fluoróforo FITC. Amax es la absorbancia en el máximo de absorción del fluoróforo, εmax es el 
coeficiente de extinción del fluoróforo en el máximo de absorción, Aprot es la absorbancia a 280 
nm (máximo de absorción de las proteínas), εprot es el coeficiente de extinción de la proteína a 
280 nm y CF280 es la contribución del fluoróforo a la absorbancia en 280 nm. 
 
 
5.4.1.2- Generación de FRET tras la interacción ICAM-1/péptido. 
 
Una vez que disponíamos de proteína marcada con FITC, nos dispusimos a 
comprobar si se producía FRET. Para ello, incubamos la proteína marcada D1D2Fc-
FITC con el péptido de alta afinidad CD11a237-261 (sección 5.3.1) marcado con el 
fluoróforo TMRE. Decidimos utilizar esta pareja de fluoróforos dadas sus propiedades 
espectroscópicas y físicas como alta absortividad, buenos rendimientos cuánticos, 
buena solubilidad en agua, fáciles de conjugar y de obtener además de presentar un 
buen solapamiento espectral entre el espectro de emisión del FITC y el de excitación 
del TMRE (Fig. 5.33). 
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Fig. 5.33. Espectros de excitación y de emisión de fluorescencia de los fluoróforos FITC y 
TMRE. El solapamiento entre el espectro de emisión del donor FITC y de excitación del 
aceptor TMRE (área marcada en verde claro) es idóneo para el proceso FRET. 
 
 
Como puede verse en los espectros de emisión de fluorescencia de la Fig. 5.34, la 
incubación de la proteína marcada D1D2Fc-FITC y el péptido de alta afinidad 
derivatizado con TMRE CD11a237-261, produjo una significativa disminución de la señal 
del FITC y un aumento en la señal del TMRE (Fig. 5.34, azul oscuro). Este aumento 
de intensidad de fluorescencia en torno a 575 nm correspondiente al TMRE, podría 
deberse al FRET ya que la λexc para excitar al FITC no afecta a la señal del TMRE. 
Además, al juntar en disolución el FITC y el TMRE libres a las mismas 
concentraciones en las que se encontraban D1D2Fc-FITC y CD11a237-261-TMRE, solo se 
produjo una ligera disminución de la señal del FITC libre (Fig. 5.34, verde). Por lo 
tanto, podemos afirmar que la señal de FRET obtenida es como consecuencia de la 
interacción entre la proteína D1D2Fc y al péptido CD11a237-261 que hace que los 
fluoróforos con los que están derivatizados estén lo suficientemente próximos como 
para producir FRET y no a un efecto de agregación entre los fluoróforos. 
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Fig. 5.34. Espectros de emisión de fluorescencia de la señal FRET. FITC (rojo), TMRE 
(morado), FITC + TMRE (verde), FRET (azul oscuro). 
 
 
5.4.1.3- Evaluación de los péptidos inhibidores en el biosensor 
FRET. 
 
Una vez que conseguimos demostrar que la emisión de fluorescencia del TMRE era 
debida al FRET, intentamos romper la interacción D1D2Fc-CD11a237-261 y por lo tanto el 
efecto FRET. A falta de la disposición de una librería de fármacos para probar su 
potencial para el tratamiento de diversas enfermedades, intentamos ver si péptidos de 
LFA-1 eran capaces de romper la unión y por lo tanto de inhibir la señal de FRET. 
Como se ha comentado anteriormente (sección 3), péptidos procedentes de proteínas 
involucradas en diversos procesos durante la progresión de alguna enfermedad podrían 
ser potencialmente beneficiosos. Por lo tanto, probamos péptidos de LFA-1 para romper 
la interacción ICAM-1/LFA-1. 
 
Como puede verse en la Fig. 5.35, la adición del péptido de baja afinidad CD11a456-
465 no fue capaz de inhibir la interacción ya que no se observó ningún cambio en la 
señal de FRET (Fig. 5.35, gris). Esto puede ser debido a que presenta una baja afinidad 
por D1D2Fc como se demostró en los experimentos de calorimetría (sección 5.3.1), y 
por lo tanto no es capaz de competir aun estando 10 veces en exceso. No obstante, la 
adición del péptido de alta afinidad CD11a237-261, fue capaz de romper parcialmente la 
interacción (Fig. 5.35, verde claro). Esto puede verse ya que se produjo una 
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recuperación en la señal de fluorescencia producida por el FITC y una pérdida de señal 
por parte del TMRE. No obstante, la señal de FITC se recuperó prácticamente en su 
totalidad cuando este péptido se añadió en un exceso de 10 veces (Fig. 5.35, verde 
oscuro). Aunque aún se aprecia una señal procedente del TMRE, la señal de FRET fue 
totalmente inhibida. Esto puede ser debido a que se produce un equilibrio entre el 
péptido macado con TMRE y sin marcar, el cual, al estar en exceso, desplaza el 
equilibrio hacia la inhibición de la interacción.  
 
Fig. 5.35. Espectros de emisión de fluorescencia de la inhibición de la señal FRET. D1D2Fc-
FITC (rojo), CD11a237-261-TMRE (morado), FRET (azul oscuro), inhibidor de baja afinidad 10:1 
(gris), inhibidor de alta afinidad 1:1 (verde claro), inhibidor de alta afinidad 10:1 (verde 
oscuro). 
 
 
Para poder conocer concretamente la eficiencia de estos péptidos en bloquear la 
interacción, a partir de las intensidades de fluorescencia del donor (FD) y del aceptor 
(FA) en cada situación, una vez normalizadas con la señal de TMRE, se calculó el factor 
de proximidad (Fig. 5.36). El factor de proximidad describe la eficiencia de la 
transferencia de energía y sólo depende de la distancia entre el donor y el aceptor y no 
depende de la intensidad de la luz de excitación. 
 
 
 
Fig. 5.36. Fórmula utilizada para calcular el factor de proximidad. FA representa la 
fluorescencia del aceptor y FD la fluorescencia del donor. 
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A partir de los valores obtenidos, pudimos calcular el porcentaje de inhibición para 
cada péptido a partir de la formula de la Fig. 5.37. 
 
 
 
 
Fig. 5.37. Fórmula utilizada para calcular el porcentaje de inhibición de la señal FRET por 
parte de los péptidos de LFA-1. FFRET representa el factor de proximidad al obtener la señal 
de FRET máxima y FINH el factor de proximidad en presencia de cada uno de los péptidos 
inhibidores. 
 
 
Como puede observarse en la tabla 5.3 donde se recogen los valores obtenidos de 
factor de aproximación y el grado de inhibición de la señal FRET por los péptidos, el 
péptido de alta afinidad pudo romper la interacción hasta un 60%. Esto sugiere que el 
péptido de alta afinidad CD11a237-261, el péptido en si mismo utilizado para generar el 
biosensor, podría ser un potencial fármaco para el tratamiento de diversas patologías 
como metástasis, enfermedades autoinmunes e inflamación. 
 
 
FRET CD11a456-465 10:1 
CD11a237-261 
1:1 
CD11a237-262 
10:1 
Factor de proximidad 0,44 0,41 0,32 0,18 
Inhibición (%)  - 6,74 27,51 59,86 
 
Tabla 5.3. Representación de los valores obtenidos de factor de proximidad y porcentaje de 
inhibición de la señal FRET por parte de los péptidos de LFA-1. 
 
 
5.4.2- Biosensor basado en SPR. 
 
Dadas las potenciales aplicaciones de péptidos derivados de LFA-1 como fármacos 
para intervenir en la interacción entre ICAM-1 y LFA-1, realizamos un ensayo de 
competición en el biosensor de SPR para confirmar el efecto bloqueante del péptido de 
alta afinidad CD11a237-261. Para ello, una vez inmovilizado D1D2Fc en la superficie del 
biosensor, la proteína LFA-1 y el péptido de alta afinidad CD11a237-261 se mezclaron y 
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se inyectaron en el biosensor. Como puede observarse en la Fig. 5.38, la cantidad de 
LFA-1 unida a D1D2Fc en la superficie del biosensor fue reducida completamente por el 
péptido de alta afinidad CD11a237-261.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.38. Porcentaje de inhibición de la interacción ICAM-1/LFA-1 por parte del péptido 
de alta afinidad CD11a237-261 en el biosensor SPR. Una vez inmovilizado D1D2Fc en el 
biosensor, 500 nM de LFA-1 y 0,1, 1 y 6 µM del péptido de alta afinidad CD11a237-261 fueron 
inyectados en el biosensor para competir por D1D2Fc. Un experimento idéntico con 500 nM de 
LFA-1 sin péptido se repitió y el resultado sirvió como control para un 0% de inhibición. 
 
 
5.4.2.1- Efecto del pH en la interacción de ICAM-1/LFA-1 medido 
por SPR. 
 
Un rasgo característico de la inflamación es la acidosis local, la cual se atribuye al 
aumento local de la producción de ácido láctico, la actividad glucolítica de neutrófilos 
infiltrados y a la presencia de ácidos grasos de cadena corta de subproductos del 
metabolismo bacteriano [374]. Además, altas concentraciones de iones de hidrógeno se 
han encontrado en los hematomas relacionados con fractura (hasta pH 4,7), en la 
isquemia cardiaca (hasta pH 5,7) y tanto dentro como alrededor de tumores malignos 
[375]. Por ello, la presencia de este entorno ácido podría influir notoriamente en la 
interacción ICAM-1/LFA-1. De esta manera, dado que disponíamos del biosensor de 
SPR con la proteína D1D2Fc inmovilizada correctamente como se demostró 
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anteriormente (sección 5.3.2), llevamos a cabo un estudio sobre la influencia del pH en 
la afinidad de la interacción ICAM-1/LFA-1. 
 
Para ello, se hizo pasar a través del biosensor diferentes concentraciones de la 
molécula LFA-1 a diferentes pHs para ver como afectaba este a la interacción. Como 
puede verse en la Fig. 5.39, los sensogramas fueron cambiando conforme el pH 
disminuía. Esto denota que el pH tuvo una importante influencia en la interacción 
ICAM-1/LFA-1. A partir de los datos obtenidos de estos sensogramas, pudo obtenerse 
valores sobre la afinidad de la interacción. Como puede apreciarse en la grafica de la 
Fig. 5.39 D, la disminución del pH provocó un descenso en la KD de la interacción, o lo 
que es lo mismo, un aumento considerable en la afinidad de ICAM-1 por LFA-1.  
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Fig. 5.39. Representación de los sensogramas obtenidos a partir del biosensor y de los 
valores obtenidos de KD para la interacción ICAM-1/LFA-1 a diferentes pHs. Resultados de 
la interacción de D1D2Fc con diferentes concentraciones de LFA-1 (50, 100, 200, 250 y 300 nM 
indicado en negro, rojo, azul, rosa y verde respectivamente) a A) pH 7,4; B) 6,5; C) 4; D) valor 
de la KD a los distintos pHs. 
 
 
5.5- Efecto de péptidos inhibidores derivados de LFA-1 
sobre funciones celulares. 
 
Como se ha comentado en la introducción (sección 1.6), actualmente existen 
diversas herramientas para el tratamiento de enfermedades autoinmunes. Si nos 
centramos en el bloqueo de la interacción ICAM-1/LFA-1, estas herramientas actúan 
bloqueando directamente la unión o impidiendo su activación/expresión. Entre ellas, el 
diseño de péptidos cortos que se unen a las áreas críticas en la interacción ICAM-
1/LFA-1 para interferir con la actividad, ha sido un objetivo de esta tesis. 
 
De esta manera, los péptidos utilizados anteriormente durante los experimentos de 
calorimetría, FRET y SPR, especialmente el péptido de alta afinidad CD11a237-261 que 
fue capaz de romper la interacción ICAM-1/LFA-1 en los biosensores, se utilizaron en 
varios bioensayos para comprobar su posible potencial terapéutico.  
 
 
5.5.1- Agregación de células B transformadas. 
 
Las células tumorales suelen entrar a la circulación en forma de agregados para 
protegerse del entorno hostil del torrente sanguíneo [376]. Esto hace que las células 
metastásicas sean más resistentes a la acción de células del sistema inmune y mejora su 
capacidad de colonizar tejidos distantes. De esta manera, una forma de actuar sobre la 
inhibición del proceso metastásico seria disgregar estos agregados haciendo que las 
células individuales estén mas expuestas a las células del sistema inmune y a las 
condiciones ambientales del torrente sanguíneo. 
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Como se ha comentado anteriormente, estos agregados están formados por 
interacciones intercelulares donde destaca la interacción ICAM-1/LFA-1. Por lo tanto, 
la inhibición de esta interacción debería ser capaz de individualizar los agregados de 
células. Para ello, las células humanas R69, que como se ha explicado anteriormente 
son células B humanas inmortalizadas por el virus de Epstein-Barr (EBV), fueron 
incubadas con esteres de forbol (PMA) para la activación de la molécula de adhesión 
LFA-1. Posteriormente, estas células fueron incubadas con los péptidos procedentes de 
LFA-1 así como las proteínas D1D2 y D1D2Fc y lovastatina para ver si presentaban 
algún efecto sobre la agregación. 
 
Como puede verse en las imágenes del microscopio de la Fig. 5.40 A, la incubación 
de las células con las proteínas D1D2 y D1D2Fc y especialmente con los péptidos de 
LFA-1, generó una notable disminución del tamaño de los agregados. Como se puede 
apreciar en la gráfica de la Fig. 5.40 B, el índice de agregación representa el grado de 
agregación celular, reflejando así la eficiencia de la inhibición. La presencia de EGTA, 
un quelante de cationes metálicos, inhibió completamente la agregación. Esto es 
comprensible ya que como se comentó en la introducción (sección 1.3.1), la interacción 
ICAM-1/LFA-1 requiere de la presencia de magnesio en la región MIDAS de LFA-1. 
No obstante, LFA-1 no es la única molécula de adhesión que necesita estos cationes 
para establecer su interacción con su ligando. Sin embargo, la presencia de lovastatina, 
un inhibidor alostérico de LFA-1 (sección 1.6.2), bloqueó completamente la agregación 
a un nivel igual que el EGTA. Esto denota que la interacción ICAM-1/LFA-1 es la 
principal en mediar la agregación celular. Como era de esperar, las proteínas D1D2 y 
D1D2Fc que ya conocíamos que presentaban buena actividad biológica, fueron capaces 
de competir con el ICAM-1 propio de las células. De una manera similar, el péptido de 
alta afinidad CD11a237-261, que inhibía la señal de FRET y SPR en el biosensor, fue 
capaz de bloquear la agregación muy eficientemente aunque no tan bien como las 
proteínas. Esto puede deberse a que las proteínas bloquean completamente LFA-1 
mientras que el péptido solamente una pequeña región en la zona de unión. Los otros 
péptidos usados que presentaban una afinidad menor, presentaron una disminución de 
la inhibición de la agregación. 
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Fig. 5.40. Inhibición de la agregación dependiente de la interacción ICAM-1/LFA-1 en 
células B R69 preactivadas con PMA a pH 7,5. A. Células activadas incubadas con a) medio; 
b) 10 µg IgG1 humana; c) 250 µM péptido control c-Myc; d) 1mM EGTA; e) 100 µM 
lovastatina; f) 10 µg D1D2; g) 10 µg D1D2Fc; h) 250 µM CD11a237-261; i) 250 µM CD11a441-465; 
A 
B 
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j) 250 µM CD11a456-465. Después de 6 h. a 37ºC, las imágenes de la agregación fueron tomadas 
con un microscopio óptico (aumento original x10). Se muestra un resultado representativo de 
dos experimentos independientes con resultados similares. B. La gráfica representa el índice de 
agregación en función del efecto inhibitorio en la interacción ICAM-1/LFA-1. A las células 
estimuladas con PMA, que sirvieron como control positivo, se les asignó arbitrariamente un 
índice de agregación de 10, el cual representa un porcentaje de agregación entre el 90-100%. 
La agregación homotípica se clasificó de 1 a 10 en función del grado de agregación en relación 
con las células estimuladas con PMA y el resultado fue verificado por un segundo observador 
independiente. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de dos vías con Bonferroni 
comparando D1D2, D1D2Fc, EGTA y lovastatina con el control IgG1 y los péptidos CD11a237-
261, CD11a441-465 y CD11a456-465 con el control c-Myc. **, p <0,01; ***, p <0,001. 
 
 
Aunque este ensayo produjo buenos resultados para un posible uso de estos 
péptidos en el tratamiento de tumores, hay que tener en cuenta que el entorno de un 
tumor o el interior de los agregados metastásicos en el torrente sanguíneo son diferentes 
al estudiado aquí. Aunque actualmente existen diversos métodos para el tratamiento del 
cáncer metastásico, hay un gran número de tumores malignos que son relativamente 
resistentes a la radioterapia, la quimioterapia, y otras modalidades de tratamiento no 
quirúrgico [377]. La mayoría de los tumores se desarrollan en un microambiente 
fisiopatológico caracterizado por una baja tensión de oxígeno (pO2), elevada presión del 
fluido intersticial, baja concentración de glucosa, alta concentración de lactato, bajo pH 
extracelular, y/o privación de energía. Estos factores generalmente van de la mano, 
pudiendo influir notablemente en la respuesta terapéutica [378]. Concretamente, el pH 
extracelular de los tumores sólidos malignos es ácido, en el intervalo de 6,5 a 6,9, 
mientras que el pH de los tejidos normales es significativamente más alcalino, 7,2 a 7,5 
[379]. De esta manera, llevamos a cabo el mismo ensayo a un pH mas bajo para intentar 
reproducir las condiciones ambientales de un tumor y ver si las diferencias de pH 
afectan a la interacción ICAM-1/LFA-1 y por lo tanto a la eficiencia de los péptidos 
como posibles fármacos. 
 
Como se observa en las imágenes de microscopía de la Fig. 5.41 A, el pH influyó 
sobre la agregación y la inhibición de la misma como cabría esperar según el ensayo 
con el biosensor de SPR. Como ocurría a pH fisiológico, las proteínas D1D2 y D1D2Fc 
así como los péptidos de LFA-1 fueron capaces de inhibir la interacción intercelular 
ICAM-1/LFA-1. A pH 6,5 pudo observarse como la presencia de EGTA no pudo 
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inhibir la agregación completamente como lo consigue hacer la lovastatina. Como se 
esperaba, las proteínas recombinantes fueron capaces de inhibir la agregación más 
eficientemente que los péptidos de LFA-1. No obstante, puede observarse una 
apreciable diferencia en la agregación y en la capacidad de la inhibición al comparar el 
efecto del pH en estos procesos (Fig. 5.41 B). Como se representa en la Fig. 5.42, al 
comparar el nivel de agregación con respecto a las células a pH 7,5, puede apreciarse 
que la inhibición fue menor a pH 6,5. Tanto para las proteínas recombinantes como 
para los péptidos e incluso el EGTA, la presencia de un pH más acido influyó en su 
capacidad de inhibir la agregación. Esto denota que a un pH más acido, la interacción 
de estas células a través de su propio ICAM-1/LFA-1 es más fuerte al ser más difícil 
disgregar las células en comparación con el pH fisiológico. No obstante, el pH no 
influyó en la capacidad de inhibición de la lovastatina. Esto puede deberse a que no 
actúa compitiendo por el sitio de unión como hacen las proteínas D1D2 y D1D2Fc y los 
péptidos, sino que bloquea la conformación activa de LFA-1 impidiendo que pueda 
interactuar con ICAM-1. Por lo tanto, el pH no influye en la actividad de la lovastatina. 
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Fig. 5.41. Inhibición de la agregación dependiente de la interacción ICAM-1/LFA-1 en 
células B R69 preactivadas con PMA a pH 6,5. A. Las células activadas se incubaron con a) 
medio; b) 10 µg IgG1 humana; c) 250 µM péptido control c-Myc; d) 1mM EGTA; e) 100 µM 
lovastatina; f) 10 µg D1D2; g) 10 µg D1D2Fc; h) 250 µM CD11a237-261; i) 250 µM CD11a441-465; 
j) 250 µM CD11a456-465. Después de 6 h. a 37ºC, las imágenes de la agregación fueron tomadas 
con un microscopio óptico (aumento original x10). Se muestra un resultado representativo de 
dos experimentos independientes con resultados similares. B. La gráfica representa el índice de 
agregación en función del efecto inhibitorio en la interacción ICAM-1/LFA-1. A las células 
estimuladas con PMA, que sirvieron como control positivo, se les asignó arbitrariamente un 
índice de agregación de 10, el cual representa un porcentaje de agregación entre el 90-100%. 
La agregación homotípica se clasificó de 1 a 10 en función al grado de agregación en relación 
con las células estimuladas con PMA y el resultado fue verificado por un segundo observador 
independiente. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de dos vías con Bonferroni 
comparando D1D2, D1D2Fc, EGTA y lovastatina con el control IgG1 y los péptidos CD11a237-
261, CD11a441-465 y CD11a456-465 con el control c-Myc. **, p <0,01; ***, p <0,001. 
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Fig. 5.42. Comparación del índice de agregación a pH 7,5 y 6,5 en células estimuladas con 
PMA. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de dos vías con Bonferroni comparando, 
EGTA, CD11a237-261 y CD11a441-465 a pH 7,5 con EGTA, CD11a237-261 y CD11a441-465 a pH 6,5 
respectivamente. *, p <0,05; **, p <0,01. 
 
 
5.5.2- Citotoxicidad mediada por células NK. 
 
Como se ha comentado en la introducción (sección 1.1.2), las células NK actúan en 
la primera línea de defensa del sistema inmune mientras se genera una respuesta 
específica frente a patógenos o a células malignas. También se ha sugerido que las 
células NK pueden participar en el control de la diseminación metastásica por la 
eliminación de las células tumorales que entran en el torrente sanguíneo [380]. 
 
Para llevar a cabo su función, las células NK requieren la formación de la sinapsis 
inmunológica y de la activación de múltiples receptores con el fin de exhibir su 
citotoxicidad natural contra las células tumorales. Aunque el tipo de inhibidor estudiado 
aquí es capaz de disgregar los agregados celulares (sección 5.5.1), los cuales son una 
característica propia de células metastásicas en circulación, y exponerlas al entorno 
hostil del torrente sanguíneo, también podría al mismo tiempo afectar a la actividad 
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citotóxica de las células NK. Por lo tanto, para ver el efecto que producen estos 
péptidos de LFA-1 sobre la actividad citotóxica de estas células, llevamos a cabo un 
ensayo de citotoxicidad frente a la línea tumoral K562 tal y como se ha realizado 
anteriormente (sección 5.3.5). 
 
Como puede apreciarse en la Fig. 5.43, los péptidos procedentes de LFA-1 
produjeron un efecto sobre la función citotóxica de las células NK. El péptido de alta 
afinidad CD11a237-261 fue capaz de inhibir parcialmente la citotoxicidad. Como cabría 
esperar, el efecto producido fue bastante menor al logrado por la proteína recombinante 
D1D2, ya que bloquea completamente al LFA-1 propio de las células NK mientras que 
el péptido solo una pequeña región. El resto de péptidos que presentaban afinidades 
menores por ICAM-1 tuvieron menos impacto sobre la actividad citotóxica. Aunque 
estos péptidos, en mayor o menor media, afectaron a la actividad de las células NK, 
éstas todavía presentaban una importante actividad citotóxica. Por lo tanto, estos 
péptidos, en especial el péptido de alta afinidad CD11a237-259, podría llegar a ser un buen 
candidato para inhibir la metástasis.  
 
 
Fig. 5.43. Inhibición de la citotoxicidad mediada por células NK por péptidos procedentes 
de LFA-1. Células NK humanas aisladas de donantes sanos y enriquecidas mediante MACS, 
fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG antes de ser incubadas con la línea tumoral 
K562 a una relación efector:diana 3:1 durante 4 h. en presencia o ausencia de 250 µM de 
CD11a237-261, CD11a441-465, CD11a456-465 y c-Myc y 10 µg de D1D2 como control. 
Posteriormente, la muerte celular fue analizada determinando la traslocación de PS por 
citometría de flujo en la población negativa para CTG como se describe en materiales y 
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métodos (sección 4.16) Los valores se representan como la media ± SEM de 2 experimentos 
independientes realizados por duplicado. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de 
dos vías con Bonferroni comparando CD11a237-261, CD11a441-465 y CD11a456-465 con el control c-
Myc. *, p < 0,05; ***, p < 0,001.   
 
 
5.5.3- Discusión. 
 
Desde un punto de vista biomédico, el estudio de la interacción proteína-proteína 
tiene una importante aplicación, ya que el reconocimiento productivo entre proteínas 
puede inhibirse mediante una distorsión o bloqueo de la interfase de interacción por 
acción de un compuesto exógeno. Una posibilidad atractiva para llevar a cabo este 
bloqueo consiste en la utilización de un péptido cuya secuencia se corresponda con la 
de la interfase de interacción [381, 382]. De esta forma, el péptido presenta la capacidad 
potencial de unirse a la proteína impidiendo así una interacción proteína-proteína, es 
decir, puede actuar como inhibidor.  
 
En los resultados sobre el biosensor de fluorescencia, se puede observar como la 
incubación de la proteína D1D2Fc, derivatizada con el fluoróforo FITC, con el péptido 
de alta afinidad CD11a237-261, conjugado con TMRE, produce una marcada señal de 
FRET. Además, esta señal, producida por la transferencia energética entre los 
fluoróforos al estar próximos, fue específica de la interacción entre las moléculas y no a 
un efecto de agregación de los fluoróforos. Esta señal generada, pudo ser inhibida hasta 
un 60% al incubar el péptido CD11a237-261 10 veces en exceso, estableciéndose un 
equilibrio dinámico en donde este péptido desplaza considerablemente al péptido 
marcado y desapareciendo así la señal.  
 
Para corroborar la eficacia del péptido de alta afinidad CD11a237-261 vista en el 
biosensor de fluorescencia, también desarrollamos un biosensor basado en SPR. A 
través de esta técnica, pudimos comprobar que el péptido era capaz de competir con 
LFA-1 para interaccionar con ICAM-1. De hecho, el péptido fue capaz de desplazar a 
LFA-1 completamente. 
 
A través de estos biosensores desarrollados se demuestra que la interacción 
proteína-péptido presenta un enorme interés, y que los conocimientos adquiridos en este 
estudio pueden utilizarse como una herramienta para el diseño y screening de librerías 
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de fármacos. Esto representaría un gran avance en el tratamiento de patologías donde la 
interacción ICAM-1/LFA-1 es importante. 
 
Gracias a los datos obtenidos de los biosensores de fluorescencia y SPR también 
pudimos descubrir que el péptido de alta afinidad CD11a237-261 podía tratarse de un 
potente fármaco para el tratamiento de diversas patologías. Una posible aplicación 
podría ser la disgregación de células tumorales durante la etapa de migración de estas 
células por el torrente sanguíneo, y de esta manera exponerlas al sistema inmune [376]. 
Por esta razón, indujimos la formación de agregados de células R69 para imitar el 
comportamiento de las células tumorales e intentamos disgregarlas. Como ya se vio en 
estudios anteriores [321], la interacción de las células fue casi completamente inhibida 
por el péptido CD11a237-261. Además, péptidos con menor afinidad por ICAM-1, como 
se vieron en los ensayos de calorimetría (sección 5.3.1), también fueron capaces de 
inhibir la agregación pero menos eficientemente [321]. Esta inhibición fue específica al 
ser la agregación completamente bloqueada por lovastatina [383] y EGTA al eliminar el 
Mg2+ lo que confirma que depende de la interacción ICAM-1/LFA-1 [384]. 
 
Dado el entorno ácido en el interior de los tumores y el interior de estos agregados 
[379], es importante comprobar el efecto del pH sobre la eficacia de estos péptidos ya 
que una fuerte variación del pH puede influir en la afinidad de las proteínas [385, 386], 
y por tanto en la eficacia de estos péptidos. Como se vio en el caso a pH fisiológico, los 
péptidos también fueron capaces de disgregar las células a pH 6,5. No obstante, fueron 
menos eficientes, denotando una fuerte interacción por parte de las células entre si al 
disminuir el pH. Estos resultados corroboraron los obtenidos previamente en el 
biosensor de SPR donde se pudo ver como al disminuir el pH, la afinidad de las 
proteínas ICAM-1/LFA-1 aumentaba considerablemente. Esto provoca que sea más 
difícil romper la interacción ICAM-1/LFA-1 y por tanto los agregados celulares como 
se deduce en los ensayos de agregación. 
 
La interacción ICAM-1/LFA-1 es importante para el establecimiento de la sinapsis 
inmunológica y la eliminación de células transformadas [68]. Dado que el tipo de 
inhibidor estudiado bloquea esta interacción, es importante comprobar si afecta a la 
eficiencia de eliminación de células metastásicas por el sistema inmune. Por ello, las 
primeras células en actuar sobre las células tumorales, las NKs, fueron incubadas en 
presencia de la línea tumoral K562 con los péptidos de LFA-1. Como era de esperar, 
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afectaron a la actividad citotóxica de estas células. Sin embargo, no fueron capaces de 
bloquear su función, por lo que este tipo de tratamiento podría favorecer la eliminación 
de tumores disgregando las células permitiendo exponerlas al entorno hostil del torrente 
sanguíneo [376] y al mismo tiempo no afectar a la actividad del sistema inmune [387]. 
Sin embargo, habrá que comprobar si otros procesos antitumorales como la función de 
los CTLs tampoco se encuentra afectada. 
 
A través de los distintos ensayos realizados anteriormente, pudimos observar que 
péptidos procedentes de LFA-1 presentaban una buena actividad biológica. Estos 
péptidos, a parte de reconocer una versión recombinante de ICAM-1, eran capaces de 
interaccionar con ICAM-1 presente en las células. Además, eran capaces de interrumpir 
funciones celulares asociadas con la metástasis a través de la interacción ICAM-1/LFA-
1. No obstante, presentaban muy poca actividad al intentar bloquear la función 
citotóxica de células NK. Esto hace que estos péptidos sean unos buenos candidatos 
para el tratamiento y eliminación de la metástasis en combinación con otros fármacos, 
ya que podrían favorecer la disgregación de agregados tumorales en el torrente 
sanguíneo sin afectar demasiado a su eliminación por el sistema inmune. Además, es 
importante destacar que el péptido de alta afinidad CD11a237-261 todavía conserva su 
capacidad para reducir significativamente la agregación de células a pH bajo, lo cual 
sugiere que este tipo de inhibidor sería eficaz incluso en condiciones donde el pH es 
más ácido. 
 
 
5.6- Análisis de la reactividad cruzada entre humano y 
ratón durante la interacción ICAM-1/LFA-1.  
 
Aunque se ha demostrado que los péptidos de LFA-1 presentan actividad y que por 
supuesto no son tóxicos ya que no hubo indicios de muerte celular en presencia de 
estos, hay que realizar muchas más pruebas para poder considerarlo como un posible 
fármaco. Por lo tanto, para corroborar los resultados obtenidos anteriormente, 
decidimos realizar diferentes experimentos utilizando modelos animales. Dado que 
nuestro laboratorio dispone de las instalaciones necesarias para el mantenimiento de 
ratones, decidimos utilizar este tipo de modelo animal para experimentos posteriores.  
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No obstante, dado que este tipo de fármaco se basa en interacciones moleculares, 
había que comprobar que existiese una reactividad cruzada de la interacción ICAM-
1/LFA-1 entre las especies humana y murina antes de llevar a cabo experimentos in 
vivo. 
 
Como se puede ver en la Fig. 5.44, al comparar las secuencias de las moléculas 
entre si, podemos ver como el dominio-Iα de LFA-1 se conserva casi en su totalidad 
entre las especies humana y murina (74% aa idénticos 83% aa del mismo tipo). Por el 
contrario, el dominio 1 de ICAM-1, el cual como hemos visto es la región 
imprescindible para que interaccione con LFA-1, se conserva en menor proporción 
(48% idénticos 63% aa del mismo tipo). Esto podría suponer un problema a la hora de 
realizar ensayos in vivo ya que podría afectar a la eficiencia de los péptidos.  
 
Fig. 5.44. Solapamiento de las secuencias de aminoácidos del dominio 1 de ICAM-1 y el 
dominio-Iα de LFA-1 entre las especies humana y murina.  
 
 
A través de una búsqueda bibliográfica, averiguamos que ya se habían realizado 
experimentos de reactividad cruzada entre humano y ratón para la interacción ICAM-
1/LFA-1. Timothy A. Springer estudió dicha interacción por primera vez en 1990 [388] 
denotando una reactividad cruzada unidireccional entre dichas especies. Es decir, 
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ICAM-1 de ratón era capaz de reconocer a LFA-1 humano pero ICAM-1 humano no 
podía interaccionar con LFA-1 de ratón. No obstante, años más tarde, por medio de 
experimentos in vivo donde se inyectaban células tumorales de ratón transfectadas con 
ICAM-1 humano a ratones, el sistema inmune era capaz de disminuir el crecimiento del 
tumor en comparación con las células tumorales inyectadas sin transfectar [389-392]. 
Esto denota que si que es posible que exista una reactividad bidireccional entre estas 
especies ya que, como se ha comentado anteriormente, la interacción ICAM-/LFA-1 es 
de vital importancia para los leucocitos para establecer la sinapsis inmunológica y 
posteriormente eliminar las células tumorales. De acuerdo con esta información, no 
debería haber ningún problema en utilizar el ratón como modelo animal al existir 
reactividad cruzada para el péptido humano de LFA-1. No obstante, y dados los 
resultados contradictorios previos, al disponer de las construcciones humanas de 
ICAM-1 (D1D2 y D1D2Fc), realizamos distintos ensayos para intentar confirmar si 
existe verdaderamente una reactividad cruzada bidireccional. Por lo tanto, antes de 
poder realizar ensayos in vivo, se decidió realizar distintos ensayos in vitro con un 
péptido homólogo al de alta afinidad en humano (CD11a235-259) para comparar su 
función biológica sobre células humanas y de ratón y las proteínas de ICAM-1.  
 
 
5.6.1- Ensayo de calorimetría de titulación isotérmica. 
 
Como se ha comentado anteriormente, existen ciertas dudas de que ICAM-1 
humano pueda interaccionar con LFA-1 de ratón. Por lo tanto, para intentar ver que hay 
de verdad en esto realizamos una calorimetría de titulación isotérmica siguiendo el 
mismo procedimiento indicado anteriormente (sección 5.3.1). Para ello, utilizamos el 
péptido CD11235-259, el cual es la versión en ratón del péptido humano de alta afinidad 
CD11a237-261.  
 
Como se muestra en la Fig. 5.45, al poner en contacto la proteína humana D1D2Fc 
con el péptido de ratón, mostró una curva de titulación de alta afinidad (KD = 0,07 µM) 
semejante a la obtenida para el péptido humano. Aunque a primera vista parecería que 
en verdad ICAM-1 humano puede reaccionar con LFA-1 de ratón, hay que tener en 
cuenta que ambos péptidos presentan una elevada homología entre si (80% aa idénticos 
80% aa del mismo tipo). De esta manera, como ocurría anteriormente, aunque este 
péptido de ratón presente una elevada afinidad, este ensayo no es concluyente y no 
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demuestra del todo que exista una reactividad cruzada entre estas especies. Por lo tanto, 
posteriormente se llevaron a cabo diferentes ensayos de este péptido sobre modelos 
celulares de ratón y humano.  
 
Fig. 5.45. Representación gráfica de la calorimetría de titulación isotérmica de la proteína 
D1D2Fc y el péptido CD11a235-259 junto con el alineamiento de las secuencias entre el 
péptido humano CD11a237-261 y de ratón CD11a235-259.  
 
 
5.6.2- Ensayo de reconocimiento de LFA-1 en células T de 
ratón por D1D2Fc. 
 
Como se ha explicado anteriormente, el hecho de que el péptido de ratón CD11a235-
259 sea capaz de reconocer nuestra proteína humana D1D2Fc no implica que exista una 
reactividad cruzada. Por lo tanto, para confirmar este hecho, llevamos a cabo un 
experimento de adhesión celular con D1D2Fc siguiendo el mismo procedimiento 
realizado anteriormente (sección 5.3.4). A diferencia del caso anterior, en este ensayo 
utilizamos la línea celular tumoral EL4, procedente de linfocitos T de ratón. 
 
Como se muestra en la Fig. 5.46, la incubación de concentraciones crecientes de 
D1D2Fc con las células EL4 provocó un aumento en el porcentaje de células marcadas. 
A diferencia de lo que ocurría con las células Jurkat, a una concentración de 10 µg la 
proteína D1D2Fc solo pudo reconocer el 38% de las células. Esto puede ser debido a que 
no existe una homología completa en las secuencias de ICAM-1 entre estas especies 
como se vio antes (sección 5.6), y por tanto, la reactividad de ICAM-1 humano por 
LFA-1 de ratón es menor. No obstante, es notorio destacar que aunque presenta menos 
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actividad en este caso, ICAM-1 si que es capaz de interaccionar con LFA-1 presente en 
la membrana de células de ratón. 
 
Fig. 5.46. Análisis de la unión de D1D2Fc a LFA-1 presente en células EL4 mediante 
citometría de flujo. A. Diferentes cantidades de D1D2Fc o de IgG1 humana se incubaron con 
células de ratón EL4. Después de lavar las proteínas no unidas, las células se incubaron con un 
anticuerpo anti-Fc marcado con PE y se analizaron por citometría de flujo. En los histogramas 
se muestran los números correspondientes al porcentaje de células marcadas con 10 µg de 
IgG1, 0,1 µg, 1 µg y 10 µg de D1D2Fc. B. La gráfica muestra la IMF ± SEM de 2 experimentos 
independientes realizados por duplicado. Los análisis estadísticos se realizaron con ANOVA de 
dos vías con Bonferroni comparando  D1D2Fc con el control IgG1. *, p < 0,05; **, p < 0,01.  
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5.6.3- Ensayo de adhesión de macrófagos de ratón. 
 
Como se ha explicado anteriormente (sección 5.3.6), el crecimiento de células 
adherentes como los macrófagos requiere de señales no sólo de los receptores de factor 
de crecimiento sino también de la capacidad de adherirse a la superficie por medio de 
las moléculas de adhesión como las integrinas [360]. Como ya se demostró, la adhesión 
de este tipo de células esta mediado por la interacción de LFA-1 al plástico. Por esta 
razón, volvimos a realizar el mismo ensayo realizado anteriormente pero esta vez con 
macrófagos de ratón para verificar si de verdad ICAM-1 humano es capaz de unirse a 
LFA-1 de ratón y así bloquear la adhesión de estas células. 
 
Como ocurría en el caso de los macrófagos humanos, estas células son difíciles de 
obtener en cantidades suficientes, por lo que fue necesario generarlos in vitro. No 
obstante, a diferencia de los macrófagos humanos, los macrófagos de ratón fueron 
generados a partir de células de la medula ósea tal como se describe en materiales y 
métodos (sección 4.2.9). 
 
Como puede verse en la Fig. 5.47, al cabo de 7 días en presencia del factor de 
crecimiento M-CSF, las células de médula ósea cambiaron completamente su 
morfología. En presencia de M-CSF, las células de médula ósea de ratón tienden a 
diferenciarse a un fenotipo de macrófago M1 [393]. Como se esperaba, las células 
diferenciadas presentaron una morfología característica de “huevo frito” igual que 
ocurría con los macrófagos humanos en presencia de GM-CSF. Esto denota que las 
células se diferenciaron correctamente hacia un fenotipo de macrófago M1. No 
obstante, para confirmar que las células obtenidas se trataban de macrófagos, se realizó 
un marcaje fenotípico mediante citometría de flujo. Como se observa en el diagrama de 
puntos de la Fig. 5.47, las células diferenciadas carecían de CD11c pero expresaban 
CD11b. Este fenotipo es característico de macrófagos. Por lo tanto, las células 
obtenidas eran con certeza macrófagos de ratón. 
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Fig. 5.47. Diferenciación de células inmaduras de médula ósea de ratón a macrófagos en 
presencia de M-CSF. Las células de medula ósea se incubaron durante 7 días en presencia de 
un sobrenadante celular de L929 rico en M-CSF. Esto generó la diferenciación de estas células 
a macrófagos M1 con una morfología característica de “huevo frito”. Las fotografías del 
proceso de diferenciación fueron tomadas a día 3 (imágenes superiores) y día 7 (imágenes 
inferiores) con un microscopio de luz (aumento original x10, x20 y x40 de izquierda a derecha). 
Los diagramas de puntos representan el marcaje fenotípico de las células diferenciadas con 
CD11b y CD11c (derecha) y sus respectivos controles (izquierda). Los números en dichos 
diagramas de puntos corresponden al porcentaje de células en cada cuadrante. 
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Una vez que pudimos contar con macrófagos diferenciados, llevamos a cabo el 
mismo experimento ya realizado para los macrófagos humanos. Como se puede 
apreciar en la Fig. 5.48, la adhesión de macrófagos fue inhibida completamente con la 
presencia de cantidades crecientes tanto de D1D2 como de D1D2Fc. En este caso, las 
proteínas humanas de ICAM-1 fueron menos eficientes a la hora de inhibir la adhesión 
de estas células en comparación con las humanas. Como se ha explicado antes para el 
ensayo con las células EL4, esto puede ser debido a la diferencia de homología entre 
ICAM-1 humano y de ratón, y de esta manera, se necesita mayor cantidad de proteína 
para inhibir la completa adhesión. No obstante, igual que ocurría para los macrófagos 
humanos, la lovastatina, un inhibidor alostérico de LFA-1 utilizado como control, fue 
capaz de bloquear la adhesión completamente.  
 
Fig. 5.48. Inhibición de la adhesión al plástico de macrófagos diferenciados de ratón a 
través de la acción de D1D2 y D1D2Fc. Después de la obtención de macrófagos, estas células se 
incubaron a diferentes concentraciones de proteína humana D1D2 y D1D2Fc, 20 µg de IgG1 
humana y 100 µM de lovastatina durante toda la noche a 37ºC. Posteriormente, se realizaron 2 
lavados con PBS para eliminar las células no adheridas y la cuantificación de la adhesión 
celular fue llevada a cabo por MTT. Los valores se representan como la media ± SEM de 2 
experimentos independientes realizados por duplicado. El análisis estadístico fue realizado con 
ANOVA de dos vías con Bonferroni comparando D1D2 y D1D2Fc con el control IgG1. *, p < 
0,05; *** p < 0,001. 
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5.6.4- Agregación de esplenocitos de ratón. 
 
Como se ha comentado anteriormente, la formación de agregados celulares esta 
mediada por la interacción ICAM-1/LFA-1 (sección 5.5.1). Por lo tanto, para recabar 
mas información sobre la reactividad cruzada entre la especie humana y murina, 
llevamos a cabo el mismo ensayo de agregación realizado anteriormente pero esta vez 
con células de ratón “sanas”. Para ello, se aislaron los esplenocitos del bazo, los cuales 
en su mayoría son células B, y se incubaron con PHA-M e ionomicina para la 
activación de LFA-1. Al mismo tiempo, estas células fueron incubadas con los péptidos 
procedentes de LFA-1 así como con las proteínas D1D2 y D1D2Fc y lovastatina para ver 
si presentaban algún efecto sobre la agregación. 
 
Como puede verse en las imágenes de microscopio de la Fig. 5.49 A, la incubación 
de los esplenocitos en presencia de PHA-M e ionomicina generó la agregación de estas 
células mientras que en ausencia de estos activadores no se observó ninguna 
agregación. Estas células activadas en presencia de las proteínas humanas D1D2 y 
D1D2Fc y especialmente de los péptidos de LFA-1 generaron una notable disminución 
del tamaño de los agregados. Como se representa en la gráfica de la Fig. 5.49 B, la 
presencia de EGTA inhibió completamente la agregación tal como se esperaba al 
depender de magnesio la interacción ICAM-1/LFA-1. Además, la presencia de 
lovastatina bloqueó completamente la agregación a un nivel igual que el EGTA. El 
efecto de esta inhibición fue similar al que se observaba en el caso de células humanas 
(sección 5.5.1). En el caso de las proteínas D1D2 y D1D2Fc, estas fueron capaces de 
interaccionar con LFA-1 y competir con el ICAM-1 propio de las células. El efecto 
visto por estas proteínas confirma el hecho de que ICAM-1 humano es capaz de 
reconocer LFA-1 de ratón. De una manera similar, el péptido de ratón de alta afinidad 
CD11a235-259 fue capaz de bloquear la agregación tan eficientemente como las proteínas. 
No obstante, el péptido homólogo en humano no fue tan eficiente aunque si mostró 
capacidad de inhibir la agregación celular. Los otros péptidos usados que presentaban 
una afinidad menor, presentaron una disminución en la capacidad de inhibir la 
agregación. 
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Fig. 5.49. Inhibición de la agregación dependiente de la interacción ICAM-1/LFA-1 en 
esplenocitos de ratón activados con PHA-M e ionomicina. A. Células aisladas del bazo de 
ratón y activadas se incubaron con a) medio sin activar; b) medio; c) 10 µg IgG1 humana; d) 
250 µM péptido control c-Myc; e) 1 mM EGTA; f) 100 µM lovastatina; g) 10 µg D1D2; h) 10 µg 
D1D2Fc; i) 250 µM CD11a237-261; j) 250 µM CD11a441-465; k) 250 µM CD11a456-465; l) 250 µM 
CD11a235-259. Después de toda la noche a 37ºC, las imágenes de la agregación fueron tomadas 
con un microscopio óptico (aumento original x10). Se muestra un resultado representativo de 
dos experimentos independientes con resultados similares. B. La gráfica representa el índice de 
agregación en función del efecto inhibitorio en la interacción ICAM-1/LFA-1. Las células 
estimuladas con PHA-M e ionomicina, que sirvieron como control positivo, se les asignó 
arbitrariamente un índice de agregación de 10, el cual representa un porcentaje de agregación 
entre el 90-100%. La agregación homotípica se clasificó de 1 a 10 en función del grado de 
agregación en relación con las células estimuladas y el resultado fue verificado por un segundo 
observador independiente. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de dos vías con 
Bonferroni comparando D1D2, D1D2Fc, EGTA y lovastatina con el control IgG1 y los péptidos 
CD11a237-261, CD11a441-465 y CD11a456-465 con el control c-Myc. *, p < 0,05; *** p < 0,001. 
 
 
5.6.5- Ensayo de citotoxicidad mediado por células NK 
humanas. 
 
Como ya se demostró en humanos, la interrupción de la interacción ICAM-1/LFA-1 
era capaz de abolir la citotoxicidad de las células NK. Por lo tanto, para tener más 
información sobre las distintas reactividades cruzadas entre especies, utilizamos el 
péptido de ratón de alta afinidad CD11a235-259 para ver si era capaz de bloquear parte de 
esta función como lo hacía su homólogo humano. 
 
Como puede verse en la Fig. 5.50, el péptido de ratón fue capaz de inhibir la 
función citotóxica. Aunque no bloquea completamente su actividad, presenta un nivel 
de inhibición muy similar al que presentaba el péptido humano (sección 5.5.2). Esto 
demuestra que, a pesar de no existir una completa homología entre el ICAM-1 humano 
y de ratón, LFA-1 de ratón si que es capaz de reconocer a ICAM-1 humano. Por lo 
tanto, el ratón sería un buen modelo animal de experimentación para estudiar este tipo 
de inhibidor. Esto es debido a que al existir reactividad cruzada como se ha demostrado, 
podrían realizarse ensayos in vivo para estudiar el tratamiento de enfermedades 
autoinmunes, inflamatorias o metástasis.  
 
Resultados y discusión (I) 
220 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.50. Inhibición de la citotoxicidad mediada por células NK humanas por la presencia 
del péptido de LFA-1 de ratón CD11a235-259. Células NK humanas aisladas de donantes sanos 
y enriquecidas mediante MACS, fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG antes de ser 
incubadas con la línea tumoral K562 con una relación efector:diana 3:1 durante 4 h. en 
presencia o ausencia de 250 µM de CD11a235-259 y c-Myc y 10 µg de D1D2 como control. 
Posteriormente, la muerte celular fue analizada por medición de la traslocación de PS por 
citometría de flujo en la población negativa para CTG como se describe en materiales y 
métodos (sección 4.16). Los valores se representan como la media ± SEM de 2 experimentos 
independientes realizados por duplicado. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de 
dos vías con Bonferroni comparando CD11a235-259 con el control c-Myc. ***, p < 0,001. 
 
 
5.6.6- Ensayo de citotoxicidad mediado por linfocitos T CD8+ 
de ratón. 
 
Aparte de las células NK, el sistema inmune también cuenta con otro tipo de células 
citotóxicas, los linfocitos T CD8+. A diferencia de las células NK, los linfocitos T CD8+ 
requieren de una activación previa para reconocer a las células dianas. Esto viene dado 
por las células presentadoras de antígeno en un proceso conocido como presentación 
antigénica (sección 1.1.3). Sin embargo, los linfocitos T citotóxicos (CTLs) comparten 
muchas similitudes con las células NK, incluyendo la sinapsis inmunológica.  
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De la misma manera que ocurría en el caso de las células NK, los CTLs activados 
para reconocer a un antígeno en concreto, deben adherirse a la célula diana para 
efectuar la degranulación de los factores citotóxicos. Esta adhesión viene dada por la 
formación de la sinapsis inmunológica, la cual dirige la polarización de los gránulos 
citotóxicos a la zona de contacto con la célula diana [122, 394]. Una de las principales 
moléculas de adhesión que ha demostrado jugar un papel importante en la interacción 
con las células diana es ICAM-1. La interacción de ICAM-1, expresado en células 
infectadas por virus o tumores, con LFA-1, expresado en la membrana de los CTLs, 
modula la formación y señalización de la sinapsis inmunológica [395]. 
 
De esta manera, para confirmar todos los datos obtenidos anteriormente sobre la 
reactividad cruzada y la influencia de la interacción ICAM-1/LFA-1 en la función 
citotóxica de los CTLs, llevamos a cabo un ensayo con linfocitos T CD8+ de ratón. Para 
ello, como se describe en materiales y métodos (sección 4.15.1), ratones wild-type 
fueron infectados con el virus de la coriomeningitis linfocítica de ratón (LCMV) por 
inyección intraperitoneal. Después de la expansión clonal de linfocitos T CD8+ 
generados contra este virus, se extrajo el bazo quirúrgicamente y se aislaron 
específicamente los linfocitos T CD8+. Estas células fueron incubadas con células EL4 
previamente incubadas con el péptido gp33, el cual es un epítopo específico del virus, 
para que los linfocitos las reconozcan.  
 
Para comprobar si las proteínas humanas D1D2 y D1D2Fc eran capaces de reconocer 
LFA-1 de los CTLs de ratón y así bloquear la citotoxicidad, se incubaron las células 
con diferentes concentraciones de estas proteínas. Como puede verse en la Fig. 5.51, la 
muerte celular observada de las células EL4 fue específica de la acción de los CTLs ya 
que estas células no fueron capaces de reconocer a las células que no fueron pre-
incubadas con el péptido vírico gp33. La incubación de estas células con 
concentraciones crecientes de D1D2 y D1D2Fc bloqueó completamente la función de los 
CTLs. El nivel de protección de D1D2Fc fue similar al de la proteína D1D2, por lo que la 
región Fc no influyó en la citotoxicidad. Como control, la lovastatina fue capaz de 
bloquear completamente la muerte celular ejercida por los CTLs. De esta manera, 
corroborando los experimentos anteriores, queda comprobado sin lugar a dudas que 
ICAM-1 humano es capaz de reconocer a LFA-1 de ratón. 
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Fig. 5.51. Inhibición de la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+ de ratón por la 
presencia de las proteínas humanas D1D2 y D1D2Fc. Ratones wild-type fueron inoculados con 
el virus LCMV para la generación de linfocitos T citotóxicos. Después de 8 días se sacrificaron, 
se les extrajo el bazo y se aislaron las células CD8+ mediante MACS. Estas células fueron 
marcadas con la sonda fluorescente CTG antes de ser incubadas con la línea tumoral EL4 pre-
incubada con el péptido gp33 a una relación efector:diana 10:1 durante 4 h. en presencia o 
ausencia de diferentes concentraciones de D1D2 y D1D2Fc, 15 µg de IgG1 humana y 100 µM de 
lovastatina. Posteriormente, la muerte celular fue analizada por medición de la traslocación de 
PS por citometría de flujo en la población negativa para CTG como se describe en materiales y 
métodos (sección 4.16). Los valores se representan como la media ± SEM de 3 experimentos 
independientes realizados por duplicado. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de 
dos vías con Bonferroni comparando D1D2 y D1D2Fc con el control IgG1. *, p < 0,05; *** p < 
0,001. 
 
 
Para comprobar el efecto de los péptidos de LFA-1 sobre la función citotóxica de 
los CTLs y sus posibles futuras aplicaciones, realizamos el mismo experimento pero en 
presencia de los péptidos tanto humanos como de ratón. Como se aprecia en la Fig. 
5.52, el péptido de ratón de alta afinidad CD11a235-259 fue capaz de bloquear casi 
completamente la función citotóxica de los CTLs. Esta inhibición fue casi igual a la 
ofrecida por las proteínas de ICAM-1. Sin embargo, su homologo en humano, 
CD11a237-261, no fue tan eficiente. No obstante, fue también capaz de bloquear la 
actividad citotóxica. En este caso, el péptido CD11a441-465 el cual presenta una afinidad 
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intermedia por LFA-1, tuvo una actividad comparable a la del péptido de alta afinidad 
CD11a237-261.  
 
Fig. 5.52. Inhibición de la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+ de ratón por la 
presencia de péptidos de ratón y humanos procedentes de LFA-1. Ratones wild-type fueron 
inoculados con el virus LCMV para la generación de linfocitos T citotóxicos. Después de 8 días 
se sacrificaron, se les extrajo el bazo y se aislaron las células CD8+ mediante MACS. Estas 
células fueron marcadas con la sonda fluorescente CTG antes de ser incubadas con la línea 
tumoral EL4 preincubada con el péptido gp33 a una relación efector:diana 10:1 durante 4 h. en 
presencia o ausencia de 250 µM de CD11a237-259, CD11a441-465, CD11a456-465, CD11a235-259 y c-
Myc y 100 µM lovastatina como control. Posteriormente, la muerte celular fue analizada por 
medición de la traslocación de PS por citometría de flujo en la población negativa para CTG 
como se describe en materiales y métodos (sección 4.16). Los valores se representan como la 
media ± SEM de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. El análisis estadístico 
fue realizado con ANOVA de dos vías con Bonferroni comparando CD11a237-259, CD11a441-465, 
CD11a456-465 y CD11a235-259 con el control c-Myc. ***, p < 0,001. 
 
 
La inhibición ejercida por el péptido humano de alta afinidad CD11a237-261 fue 
comparable a la que se vio en el caso de las células NK (sección 5.6.5). Esto demuestra 
la importancia de esta interacción en este proceso citolítico. Dado que los CTLs son 
unos de los principales responsables en las enfermedades autoinmunes, es posible que 
este péptido pudiese bloquear a los linfocitos autorreactivos y así retrasar el avance de 
la enfermedad. También como se ha mencionado antes, al no ser capaz de bloquear 
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completamente la citotoxicidad, podría ser utilizado para el tratamiento de la metástasis 
combinado con otras terapias para aumentar su efecto beneficioso. 
 
 
5.6.7- Discusión. 
 
Los modelos animales siguen siendo cruciales, para incrementar el conocimiento de 
las funciones y mecanismos del organismo, así como para saber como trabajan los 
fármacos, desarrollando nuevos agentes terapéuticos y obteniendo datos críticos para el 
avance de los nuevos compuestos hacia los ensayos clínicos [396]. 
 
Al considerar cual puede ser el mejor modelo animal a utilizar en nuestra 
investigación, es importante tener en cuenta la extrapolación o generalización de 
resultados que dicho modelo genera. En la investigación biológica, la selección del 
modelo generalmente comienza con una búsqueda hacia la homología o similitud 
evolutiva entre las estructuras morfológicas y los procesos fisiológicos, tanto entre 
diferentes especies animales, como entre estas, para así considerar los buenos modelos 
análogos [396]. Aunque existan diferencias lógicas entre las distintas especies animales 
y la especie humana, aún será posible encontrar similitudes; por esta razón, al realizar el 
diseño experimental deben conocerse las características anatómicas y funcionales de 
cada especie para que, en función de sus similitudes, se obtengan los resultados más 
extrapolables posibles [396].  
 
Dado que nuestro laboratorio disponía de un animalario acondicionado para el 
mantenimiento de ratones, decidimos utilizar este tipo de animal como modelo 
experimental. Sin embargo, la selección de una especie no debería estar basada 
únicamente en la disponibilidad, la familiaridad o el coste ya que estas especies no 
tienen porque ser las que nos ofrezcan el mejor modelo. Por estas razones, se llevó a 
cabo un estudio bibliográfico sobre la homología de las proteínas de ICAM-1 y LFA-1 
y de su interacción entre las especies humana y murina. 
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Es conocido que ICAM-1 humano tiene una homología estructural del 53% con 
ICAM-1 murino [397], con un 58% de aminoácidos idénticos entre los dos primeros 
dominios de ICAM-1 y un 69% con aminoácidos del mismo grupo. Aunque una 
homología funcional se ha demostrado, también se han visto algunas restricciones entre 
especies [388]. Sin embargo, a través de varios ensayos, se ha visto que la transfección 
del gen de ICAM-1 humano en células tumorales de ratón e inyectadas en ratones, hubo 
una reducción del crecimiento del tumor y metástasis in vivo en comparación con el 
tumor parental en ausencia de cualquier terapia [389-392]. Por lo tanto, para arrojar un 
poco más de luz sobre la reactividad cruzada de estas dos moléculas entre la especie 
humana y murina, se llevaron a cabo varios experimentos de diferente índole.  
 
Con la ayuda del Dr. Adrián Velásquez, se realizó un ensayo de calorimetría de la 
misma manera que las veces anteriores pero esta vez con un péptido murino (CD11a235-
259) homólogo al de alta afinidad en humano (CD11a237-261). Como era de esperar, 
presenta una titulación isotérmica de alta afinidad con la proteína D1D2Fc al 
diferenciarse este péptido en solo 5 aminoácidos con respecto a su homólogo humano. 
 
Como este ensayo no ofrecía una total seguridad de que existiese una completa 
homología entre estas especies, se realizaron varios ensayos con células.  
 
La incubación de la proteína de ICAM-1 D1D2Fc con las células de leucemia de 
ratón EL4, demuestra que la proteína es capaz de reconocer al LFA-1 de estas células. 
Sin embargo, como cabía esperar, debido a su falta de completa homología, fue menos 
eficiente al reconocerla como ocurría en el caso de las células Jurkat humana (sección 
5.3.4).  
 
Las células adherentes necesitan de la ayuda de las moléculas de adhesión para 
adherirse a la superficie de su entorno [360, 361]. Dado que los macrófagos humanos 
requieren de LFA-1 para adherirse al plástico (sección 5.3.6), se realizó un mismo 
ensayo con células de macrófagos derivadas de monocitos de ratón. En este caso, la 
incubación de estas células en presencia de las proteínas D1D2 y D1D2Fc es capaz de 
bloquear la adhesión completamente. No obstante, esta inhibición fue menos eficiente 
debido a la falta de una completa homología entre estas especies ya que hace falta una 
mayor concentración de proteína en comparación con macrófagos humanos para 
bloquear completamente la adhesión.  
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Debido a que las células tumorales suelen generar agregados durante la metástasis 
al entrar en el torrente sanguíneo como mecanismo de defensa [376], se realizó un 
ensayo de agregación con esplenocitos activados para imitar este comportamiento 
celular. La incubación de estas células en presencia de los péptidos tanto humano como 
de ratón, inhibe prácticamente la agregación celular. Esta agregación fue específica al 
ser también bloqueada por la presencia de las proteínas solubles humanas de ICAM-1, 
el inhibidor alostérico lovastatina y el quelante de cationes divalentes EGTA.  
 
La capacidad de las células del sistema inmune para eliminar células transformadas 
viene dada por su capacidad de reconocimiento de estas. Este reconocimiento viene 
determinado por la marcada interacción ICAM-1/LFA-1 [68]. Dado que los péptidos 
tenían capacidad de disgregar las células y exponerlas al entorno, es importante ver si 
afectan a la capacidad de las células inmunes para eliminar células malignas para un 
futuro tratamiento con estos péptidos. Los resultados obtenidos tras la incubación de las 
células NKs con la línea tumoral K562 mostraron que el péptido de alta afinidad de 
ratón CD11a235-259 era capaz de reconocer al LFA-1 de las células NKs humanas y 
bloquear parcialmente su actividad como el péptido humano de alta afinidad CD11a237-
261. 
 
Los CTLs también tienen un papel importante durante la eliminación de células 
transformadas y durante la progresión de enfermedades autoinmunes [398]. Estas 
células en presencia de las proteínas de ICAM-1 fueron capaces de bloquear su 
actividad citotóxica frente a células EL4 presentando un péptido vírico antigénico. 
Además, la presencia de los péptidos con posible aplicación terapéutica, como ocurría 
en el caso de las células NK, fueron capaces de bloquear parcialmente su función 
inmune. 
 
Con todos los resultados obtenidos en esta parte experimental de la tesis, se puede 
concluir que existe una marcada reactividad cruzada entre las especies humana y 
murina en cuanto a la interacción ICAM-1/LFA-1 se refiere. Por este motivo, este 
modelo animal podría ser útil para analizar la actividad terapéutica de los péptidos 
derivados de LFA-1 humano. 
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6- DIAGNÓSTICO DE ASPERGILOSIS INVASIVA. 
 
6.1- Limitaciones del método actual para detectar 
aspergilosis frente al ELISA a desarrollar. 
 
Como se ha comentado en la introducción (sección 2.6), existen diversos métodos 
para el diagnóstico de aspergilosis invasiva (AI) en pacientes inmunocomprometidos. 
No obstante, cada una de estas técnicas utilizadas presenta ventajas y desventajas a la 
hora de determinar la positividad de la infección. El principal problema reside en la 
tardía detección de este hongo, por lo que un ensayo que permita el diagnóstico precoz 
mejoraría el resultado al permitir empezar el tratamiento antes de que la infección se 
vuelva irreversible. 
 
Actualmente, la técnica más utilizada en los hospitales para la determinación de la 
infección fúngica es la detección de galactomanano en suero. Sin embargo, presenta 
varias limitaciones tal y como se ha indicado en la introducción y en antecedentes. Por 
estas razones, dada la dificultad de establecer el diagnostico de AI rápidamente con la 
suficiente precisión y fiabilidad y la severidad de esta enfermedad, se necesita 
desarrollar un nuevo sistema para solventar los distintos problemas de este método. 
 
La técnica ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) es utilizada para la 
detección de muy diversas moléculas biológicas, basándose en la especificidad del 
reconocimiento antígeno-anticuerpo y en la sensibilidad de las pruebas enzimáticas. Es 
ampliamente empleada en el área médica para la cuantificación de moléculas, 
especialmente de aquellas que experimentan cambios en diferentes estados como 
pueden ser infecciones por bacterias, virus, hongos, parásitos o fases activas de 
enfermedades autoinmunes.  
 
Por estas razones, decidimos utilizar la técnica de ELISA como método de 
detección. No obstante, a diferencia del ELISA tipo sándwich del Platelia Aspergillus 
EIA, nos propusimos hacer un ELISA competitivo de tipo indirecto. En este caso, el 
antígeno objeto de la medición compite con un antígeno inmovilizado previamente en 
el pocillo de la microplaca por el anticuerpo, y después se añade un anticuerpo 
conjugado con una enzima frente al anterior anticuerpo que generará la señal. De esa 
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forma, la señal que emite la enzima es mucho más potente y la prueba es más sensible 
en comparación con el de Platelia Aspergillus EIA.  
 
Como se ha comentado anteriormente (sección 3), la bis(metil)gliotoxina (bmGT) 
es una molécula secretada por el hongo Aspergillus en el comienzo de la infección. Esto 
hace que esta molécula sea un candidato idóneo para utilizarse como herramienta 
precoz de diagnostico del AI. De esta manera, pensamos en utilizar esta molécula como 
antígeno en nuestro ELISA. Como se describe en la Fig. 6.1, la idea de nuestro sistema 
de detección es a través de un ELISA indirecto, donde se inmoviliza la bmGT en los 
pocillos de la microplaca y el anticuerpo específico para la gliotoxina se incuba con el 
suero del paciente. Después de la incubación, se añade al pocillo de la microplaca. Si el 
paciente está sano, todo el anticuerpo se unirá a la bmGT unida a una proteína más 
grande inmovilizada en la placa dando una señal máxima. Por otro lado, en pacientes 
con AI, una parte del anticuerpo reconocerá la bmGT del paciente y el anticuerpo libre 
reconocerá la bmGT inmovilizada. De esta manera, cuando se incube con el anticuerpo 
secundario ligado a peroxidasa frente al anticuerpo primario, se obtendrá menos señal 
en pacientes con AI que en pacientes sanos. 
 
Fig. 6.1. Esquema de las diferentes etapas del test ELISA desarrollado para el diagnóstico 
temprano de AI causada por Aspergillus fumigatus basado en la presencia de la micotoxina 
bmGT.  
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6.2- Producción de los conjugados albúmina-
bis(metil)gliotoxina y del anticuerpo específico frente a 
bis(metil)gliotoxina. 
 
Para poder desarrollar nuestro sistema de detección de bmGT a través de un ELISA 
indirecto, debíamos en primer lugar generar un conjugado de bmGT con una proteína 
portadora y un anticuerpo específico frente a bmGT. Esta parte experimental fue 
llevada a cabo en el laboratorio del Dr. Reinhard Wallich del Hospital Universitario de 
Heidelberg, Alemania, que tiene una amplia experiencia en producción de anticuerpos 
monoclonales. 
 
Algunas moléculas pequeñas llamadas haptenos, como es el caso de la bmGT, son 
antigénicas pero incapaces de inducir por si mismas una reacción inmunitaria 
específica. El acoplamiento químico de un hapteno a una proteína inmunógena grande, 
llamada portador, genera un conjugado hapteno-portador inmunógeno. Por si mismo, un 
hapteno no puede funcionar como epítopo inmunógeno, pero cuando múltiples 
moléculas de un mismo hapteno se acoplan a una proteína portadora (o incluso a un 
homopolímero no inmunógeno), el hapteno queda accesible para el sistema inmunitario 
y puede actuar como inmunógeno. 
 
De esta manera, se llevó a cabo la conjugación de la bmGT con la proteína 
portadora albúmina para generar un anticuerpo específico frente a la bmGT que al 
mismo tiempo nos servirá para utilizarla como antígeno en el ELISA. Esto es así debido 
a que la bmGT por si misma no es capaz de adherirse a las microplacas, pero gracias a 
la albúmina si que es posible. 
 
Una vez realizada la conjugación de la bmGT con la albúmina, se realizó un gel de 
poliacrilamida para comprobar si se habían conjugado. Como puede apreciarse en la 
Fig. 6.2, la conjugación de la proteína portadora, en este caso albúmina, junto con la 
bmGT (albúmina-bmGT) generó una proteína con un peso ligeramente superior al de la 
albúmina. Esto no es de extrañar ya que la micotoxina tiene un peso molecular en torno 
a 356,5 Da. De ahí que la diferencia de pesos moleculares sea tan pequeña. 
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Fig. 6.2. Análisis del producto de conjugación albúmina-bmGT mediante gel de 
poliacrilamida. M) Pesos moleculares; 1) albúmina; 2) albúmina-bmGT. 
 
 
Para conocer el número de moléculas de bmGT conjugadas a la albúmina, se 
analizó por MALDI-TOF el peso molecular exacto gracias al servicio de proteómica del 
Centro de Investigación Biomédica de Aragón (CIBA). Los datos obtenidos 
confirmaron que la conjugación se había producido como indicaba el gel de 
poliacrilamida (Fig. 6.2) y que existían 5 moléculas de bmGT por cada molécula de 
albúmina. 
 
Una vez que se logró realizar el conjugado albúmina-bmGT, se llevó a cabo la 
generación de un anticuerpo específico frente a este conjugado para poder utilizarlo en 
el test ELISA. Esta parte también se realizó en el laboratorio del Dr. Reinhard Wallich.  
 
Como se ha explicado antes, la conjugación de la bmGT con la albúmina favorece 
la inmunogenicidad de esta micotoxina y por lo tanto la generación de anticuerpos 
frente a esta molécula. Para ello, una vez que se llevó a cabo la inmunización de los 
ratones, se aislaron las células plasmáticas y se inmortalizaron por generación de 
hibridomas, se cultivaron en medio de cultivo y el sobrenadante que contenía el 
anticuerpo se analizó por inmunoblot frente a nuestro conjugado albúmina-bmGT. 
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Como puede verse en la Fig. 6.3, el anticuerpo presente en el sobrenadante de estas 
células fue capaz de reconocer el conjugado albúmina-bmGT. Por el contrario, no fue 
capaz de reconocer a la albúmina sola. Esto demuestra que el anticuerpo es específico 
para la bmGT y que la inmunización y generación de hibridomas había sido correcta.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6.3. Inmunoblot para la detección de anticuerpos anti-bmGT en el sobrenadante de 
cultivos de hibridomas. Una vez obtenidos los hibridomas, el sobrenadante de cultivo donde se 
encontraba el anticuerpo generado contra el conjugado albúmina-bmGT fue incubado en 
presencia de albúmina y albúmina-bmGT. 1) Albúmina; 2) albúmina-bmGT. 
 
 
6.3- Pruebas de inmovilización y reconocimiento del 
conjugado albúmina-bmGT en la microplaca del ELISA. 
 
Una vez que disponíamos del conjugado albúmina-bmGT y del anticuerpo 
específico frente a bmGT como se ha comprobado anteriormente (sección 6.2), 
realizamos algunas pruebas para comprobar que el conjugado era capaz de 
inmovilizarse en microplacas ELISA de alta adherencia y que el anticuerpo era capaz 
de reconocerlo específicamente. 
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Una prueba inicial de la reactividad de estas moléculas y comprobación de si el 
sistema ELISA funcionaba puede verse en la Fig. 6.4 A. Se puede observar como la 
ausencia del conjugado albúmina-bmGT en presencia del anticuerpo primario y 
secundario (control- 1ºAb) y la ausencia del anticuerpo primario en presencia del 
conjugado inmovilizado albúmina-bmGT y el anticuerpo secundario (control- 2ºAb) 
apenas pudieron producir señal. No obstante, cuando se inmovilizó el conjugado 
albúmina-bmGT en la placa y se incubó junto con los anticuerpos primario y secundario 
sucesivamente, pudo obtenerse bastante señal en muy poco tiempo. Esto demuestra que 
el conjugado albúmina-bmGT es capaz de inmovilizarse en la microplaca y que el 
anticuerpo generado para la bmGT es capaz de reconocer específicamente al conjugado. 
En la Fig. 6.4 B, podemos comprobar que al ir inmovilizando mayor cantidad de 
conjugado albúmina-bmGT, la señal aumenta como era de esperar. Además, la dilución 
en suero del anticuerpo frente al conjugado albúmina-bmGT no perdía sus cualidades. 
Esto era de vital importancia ya que las muestras de pacientes serán sueros y es 
importante ver que ningún componente de este medio afecta a la señal de la técnica. 
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Fig. 6.4. Resultados de la inmovilización del conjugado albúmina-bmGT y de su detección 
a través del anticuerpo primario generado por medio de un ELISA indirecto. El conjugado 
albúmina-bmGT se inmovilizó a diferentes concentraciones (0,25, 0,5, 1, 3 µg/ml) en 
microplacas de Elisa toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, se eliminó el exceso mediante lavado 
con PBS/Tween y se bloqueó con leche para evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos. A. 
1ºAb directamente del sobrenadante de los hibridomas, lavado, 2ºAb 1:15.000, sustrato TMB 30 
seg. B. 1ºAb diluido en suero, lavado, 2ºAb 1:15.000, sustrato TMB 1 min. La reacción se 
detuvo con ácido y la absorbancia fue medida mediante un lector de placas de Elisa. En ambos 
casos, el control- 1ºAb representa ausencia del conjugado albúmina-bmGT en presencia del 
anticuerpo primario y secundario y el control- 2ºAb la ausencia del anticuerpo primario en 
presencia del conjugado inmovilizado albúmina-bmGT a la máxima concentración utilizada en 
cada gráfica y el anticuerpo secundario. Cada medida corresponde a la media por duplicado de 
cada concentración analizada.  
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6.4- Optimización de las condiciones para el test ELISA. 
 
Con esta pequeña prueba preliminar pudimos ver que teníamos las herramientas 
adecuadas para poder desarrollar un método ELISA de detección de AI. Por eso, 
cuando supimos que el sistema funcionaba, teníamos que encontrar las condiciones 
óptimas del test ELISA para hacerlo sensible, reproducible y estable. Para ello, en 
primer lugar, hicimos una prueba titrando el anticuerpo primario a diferentes 
concentraciones durante una hora de incubación para obtener una curva de calibración.  
 
Como puede verse en la Fig. 6.5, a partir de una dilución del anticuerpo primario 
1:200 empieza a descender la señal. A diluciones inferiores se observa como se satura 
la señal mientras que a la dilución máxima realizada, 1:6400, parece que empieza a 
estabilizarse. Por lo tanto, una concentración de anticuerpo óptima se encontraría en el 
tramo lineal entre 1:200 y 1:3200.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6.5. Titración de diferentes diluciones del anticuerpo primario procedente del 
sobrenadante de hibridomas. Después de inmovilizar 1 µg/ml del conjugado albúmina-bmGT 
en las microplacas, se incubaron secuencialmente con diferentes diluciones del anticuerpo 
primario y con una dilución 1:15.000 del secundario. Posteriormente, se adicionó el sustrato 
TMB para generar señal y la reacción se detuvo con ácido. La absorbancia fue medida 
mediante un lector de placas de Elisa. Cada medida corresponde a la media por duplicado de 
cada concentración analizada. 
 
Resultados y discusión (II) 
235 
A partir de la información que nos proporcionó la curva de calibración, titramos 
otra vez el anticuerpo primario pero esta vez inmovilizando en la placa diferentes 
concentraciones del conjugado albúmina-bmGT. De esta manera, tendremos una ligera 
idea de las concentraciones más idóneas de los factores más importantes del test 
ELISA, la concentración del conjugado albúmina-bmGT y del anticuerpo primario. 
 
Como se puede apreciar en la Fig. 6.6, el rango lineal del ELISA que vimos en la 
Fig. 6.5 se conservó. Como era de esperar, una misma dilución de anticuerpo primario, 
al aumentar la concentración del conjugado albúmina-bmGT, produjo más señal al 
incubarla después con el sustrato TMB. A partir del resultado obtenido aquí, decidimos 
tomar como concentración de partida 2 µg/ml de conjugado albúmina-bmGT y una 
dilución 1:800 de anticuerpo primario para ensayos posteriores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6.6. Titración de diferentes diluciones del anticuerpo primario procedente del 
sobrenadante de hibridomas en presencia de diferentes concentraciones del conjugado 
albúmina-bmGT. Después de inmovilizar 1 (azul), 2 (verde) y 4 µg/ml (rojo) del conjugado 
albúmina-bmGT en las microplacas, se incubaron secuencialmente con diferentes diluciones del 
anticuerpo primario y con una dilución 1:15.000 del secundario. Posteriormente, se adicionó el 
sustrato TMB para generar señal y la reacción se detuvo con ácido. La absorbancia fue medida 
mediante un lector de placas de Elisa. 
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A pesar de que el conjugado albúmina-bmGT y el anticuerpo primario son 
importantes, también hay que tener en cuenta la concentración de anticuerpo secundario 
ya que este nos proporciona la señal del biosensor al incubarlo posteriormente con el 
sustrato TMB. Por ello, también debíamos titrarlo como en el caso del anticuerpo 
primario. 
 
Como cabría esperar, en la Fig. 6.7 puede apreciarse como al disminuir la 
concentración de anticuerpo secundario, la señal va disminuyendo. Es importante 
resaltar que con las condiciones elegidas apenas se obtenía ruido de fondo. Esto es un 
factor importante a la hora de desarrollar el ELISA ya que una elevada señal de fondo 
limitaría bastante su sensibilidad y el rango de absorbancia a utilizar para discriminar 
entre un paciente sano y uno enfermo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6.7. Titración de diferentes diluciones de anticuerpo secundario en presencia de 2 
µg/ml del conjugado albúmina-bmGT y una dilución de anticuerpo primario 1:800. 
Después de inmovilizar 0 (línea azul) y 2 µg/ml (línea roja) del conjugado albúmina-bmGT en 
las microplacas, se incubaron secuencialmente con el anticuerpo primario y con varias 
diluciones de anticuerpo secundario. Posteriormente, se adicionó el sustrato TMB para generar 
señal y la reacción se detuvo con ácido. La absorbancia fue medida mediante un lector de 
placas de Elisa. Cada medida corresponde a la media por duplicado de cada concentración 
analizada. 
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Una vez que estudiamos la concentración de los tres parámetros más importantes a 
tener en cuenta (conjugado albúmina-bmGT, anticuerpo primario y secundario), 
quisimos saber como aumentaba la señal combinando las concentraciones elegidas de 
cada componente del ELISA. Para ello, durante el desarrollo de la señal con TMB se 
fue midiendo la absorbancia. 
 
Como puede verse en la Fig. 6.8, a los 20 min. se alcanzó una señal de absorbancia 
en torno a 2 como ocurría en el caso anterior y como se demostró en las diferentes 
pruebas realizadas. Esto demuestra que la señal se conserva entre experimentos y que 
no se trata de algo fortuito. También puede verse como a los 2 minutos de la reacción, 
la enzima peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario empieza a procesar el TMB 
para generar la señal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6.8. Progresión de la generación de la señal del ELISA con el tiempo. Después de 
inmovilizar 2 µg/ml del conjugado albúmina-bmGT en las microplacas, se incubaron 
secuencialmente con el anticuerpo primario (1:800) y con el anticuerpo secundario (1:20.000). 
Posteriormente, se adicionó el sustrato TMB para generar señal y la reacción se detuvo con 
ácido a diferentes tiempos. La absorbancia fue medida mediante un lector de placas de Elisa. 
Cada medida corresponde a la media por duplicado a cada tiempo analizado. 
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6.5- Estabilidad del test ELISA. 
 
La estabilización y almacenamiento de los componentes de este inmunoensayo son 
importantes para un efectivo flujo de trabajo y así llevar a cabo un gran número de test 
ELISA como sucede en los centros hospitalarios. Una fiable estabilización a largo plazo 
de los componentes sería muy beneficiosa en muchas aplicaciones. Por esa razón, para 
una futura aplicación de este método para el diagnóstico de AI en hospitales, debíamos 
encontrar una manera de conservar la microplaca inmovilizada con el conjugado 
albúmina-bmGT de tal manera que no afectase a su sensibilidad y pudiese usarse 
cuando fuera necesario. 
 
Durante décadas, se estableció el uso de soluciones que contenían azúcares o 
hidratos de carbono como estabilizantes en la fabricación de sistemas de diagnóstico. 
Estas formulaciones “caseras” fueron la primera generación de soluciones 
estabilizadoras. Estas soluciones muestran en muchos ensayos suficiente estabilidad de 
almacenamiento si se proporciona una continua refrigeración. 
 
Por lo tanto, para comprobar la estabilidad del test ELISA, utilizamos una solución 
de sucrosa como conservante. Para ello, una vez que inmovilizamos el conjugado 
albúmina-bmGT, bloqueamos y saturamos los sitios libres de la placa con albúmina 
para así prevenir la unión no específica de la muestra o del anticuerpo de detección a la 
superficie de plástico. Después de retirar la solución bloqueante, la placa se incubó con 
una solución de sucrosa como estabilizante. Una vez retirada la solución, las placas se 
secaron y se almacenaron en frío hasta realizar el inmunoensayo. 
 
Como puede verse en la Fig. 6.9, la señal emitida por el test ELISA pudo 
conservarse durante al menos 7 semanas. Esto demuestra que el conjugado albúmina-
bmGT no se ve afectado por el tiempo ya que la señal emitida se conservó durante todo 
ese tiempo. Por lo tanto, el epítopo reconocido por el anticuerpo primario no se vio 
alterado por la presencia de la solución conservante y al mismo tiempo no generó ruido 
de fondo. Gracias a esto pudimos preparar microplacas con el conjugado albúmina-
bmGT ya inmovilizado y así agilizar los distintos ensayos a realizar.  
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Fig. 6.9. Comprobación de la estabilidad del test ELISA almacenando las microplacas 
inmovilizadas con la conjugación albúmina-bmGT a 4ºC preservadas previamente con 
sucrosa. Después de inmovilizar 0 (línea azul) y 2 µg/ml (línea roja) del conjugado albúmina-
bmGT en las microplacas, se bloquearon con leche y se preservaron con sucrosa para ser 
almacenadas a 4ºC. Cada semana se llevaba a cabo la incubación secuencialmente con el 
anticuerpo primario (1:800) y el anticuerpo secundario (1:20.000). Posteriormente, se adicionó 
el sustrato TMB para generar señal y la reacción se detuvo con ácido. La absorbancia fue 
medida mediante un lector de placas de Elisa. Cada medida corresponde a la media por 
duplicado de la señal obtenida cada semana. 
 
 
6.6- Análisis de la sensibilidad del test ELISA. 
 
Por comodidad, decidimos que la señal que alcanzase el sistema fuese de 1, por lo 
que elegimos una concentración de albúmina-bmGT y anticuerpo en función de ese 
criterio. Además, dado que 10 min. nos parecía poco tiempo para el ELISA, 
determinamos que seria mejor dejarlo en 20 min. Por ello, tras numerosas pruebas, 
llegamos a la conclusión de que la mejor combinación era 50 ng de albúmina-bmGT, 
dilución 1:100.000 de anticuerpo primario y 1:5.000 de anticuerpo secundario. 
 
Una vez analizadas las mejores condiciones posibles para el desarrollo del test 
ELISA así como la conservación de la señal con el tiempo, hicimos una recta de 
calibrado incubando el anticuerpo primario con diferentes concentraciones de bmGT 
libre en el suero. Con ello, intentamos reproducir las condiciones de una muestra de un 
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paciente infectado con AI así como conocer la concentración mínima de bmGT que 
éramos capaces de reconocer mediante el test. 
 
Como puede verse en la Fig. 6.10, el anticuerpo es capaz de reconocer la bmGT 
libre en el suero ya que al unirse, menos anticuerpo esta disponible para reconocer al 
conjugado albúmina-bmGT y por tanto, se obtiene menos señal y no alcanza el 
máximo. No obstante, parece que a una concentración de 16 pg el test ELISA ya no 
sería capaz de discriminar entre un individuo sano y uno enfermo. Sin embargo, el 
sistema es capaz de reconocer concentraciones del orden de nanogramos de bmGT. Por 
lo tanto, tiene la suficiente sensibilidad como para realizar a partir de ahora pruebas con 
muestras reales de pacientes. Por esta razón, teniendo en cuenta todos los experimentos 
realizados, decidimos que con una señal de absorbancia por debajo de 0,7 podría 
considerarse que la muestra del paciente tiene bmGT en suero y por lo tanto, podría 
presentar una aspergilosis. 
 
Fig. 6.10. Titración de diferentes concentraciones de bmGT en suero. Después de 
inmovilizar el conjugado albúmina-bmGT (0,5 µg/ml) en las microplacas, diferentes 
concentraciones de bmGT se incubaron con el anticuerpo primario (1:100.000) durante 4 h. 
Después se adicionaron a la placa y tras incubarse 1 h. en la placa, se añadió el anticuerpo 
secundario (1:5.000). Posteriormente, se adicionó el sustrato TMB para generar señal y la 
reacción se detuvo con ácido. La absorbancia fue medida mediante un lector de placas de Elisa. 
Los resultados se presentan como ratio respecto a suero con ausencia de bmGT y cada medida 
corresponde a la media por duplicado de cada concentración analizada. 
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6.7- Análisis de muestras de diferentes pacientes. 
 
Después de realizar numerosas pruebas con el fin de garantizar unas condiciones 
adecuadas para la detección de la AI, llevamos a cabo el análisis de distintas muestras 
de suero por medio de este método. Las muestras analizadas por medio de este ELISA 
procedieron de diferentes hospitales. Como control de ausencia de una infección por 
Aspergillus, y por tanto, ausencia de bmGT en el torrente sanguíneo, se analizaron 
muestras de suero de personas con poliglobulia. Estos sujetos suelen presentar un 
elevado incremento del número de hematíes, por lo que requieren de sangrías para 
reducir estos niveles. Por ello, dada la facilidad de disponer de este tipo de muestras de 
manera continua, aislamos y analizamos el suero de estos sujetos gracias a las 
donaciones del servicio de hematología del Hospital Clínico Universitario Lozano 
Blesa de Zaragoza. 
 
También como control de una ausencia de infección, analizamos muestras de suero 
proporcionadas por el Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza. Estas 
muestras provenían de una población heterogénea de pacientes que presentaban 
inmunodepresión por tratamientos anticancerosos, transplantes, etc. Por esa razón, al 
ser pacientes con alto riesgo de contraer aspergilosis, se les analizó la presencia de 
bmGT en suero. Dada la ubicuidad de este hongo y su elevada presencia en hospitales, 
pensamos que podía tratarse de una buena población a estudiar. Además, todas estas 
muestras fueron paralelamente analizadas por cromatografía de capa fina de alta 
eficacia (HPTLC) para asegurar la fiabilidad de los datos obtenidos por el test ELISA. 
Por medio de esta técnica, se detectaba la presencia de bmGT en el Instituto de 
Carboquímica de Zaragoza (CSIC).  
 
Como se comentó en la introducción (sección 2.2), la AI suele desarrollarse en 
pacientes hospitalizados que presentan algún tipo de inmunosupresión. Por lo tanto, 
otro grupo de pacientes que formó parte de nuestro estudio fue el de pacientes con 
EPOC de fibrosis quística. A pesar de que se trata de una enfermedad de la que se 
conocen muchos aspectos, actualmente no tiene un tratamiento curativo. Cuando la 
enfermedad está en un estado muy avanzado, existe la posibilidad de realizar un 
trasplante pulmonar y/o hepático. Sin embargo, como un mecanismo de defensa natural, 
el cuerpo reconoce el pulmón trasplantado como extraño y activa el sistema 
inmunológico para rechazarlo. Por lo tanto, para prevenir el rechazo, se necesitan 
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fármacos que supriman el sistema inmunológico después del trasplante pulmonar. De 
ahí que se trate de una población interesante a tener en cuenta para realizar pruebas de 
detección de bmGT. 
 
Para confirmar que el método que intentábamos desarrollar para detectar bmGT 
funcionaba, analizamos muestras que habían sido positivas para la presencia de bmGT 
al analizarlas por HPTLC y algunas de las cuales, habían sido confirmadas por autopsia. 
Con todo ello, quisimos comprobar que el ELISA desarrollado era capaz de discriminar 
entre un paciente infectado con esta patología y uno sano. Así, ejercer un tratamiento 
curativo en casos positivos de tal manera que pueda evitarse el crecimiento del hongo 
antes de que sea irreversible y resistente a los fármacos antifúngicos. 
 
Como puede verse en la Fig. 6.11, la población de pacientes poliglobúlicos 
utilizada como control de ausencia de bmGT en suero dio un resultado bastante 
homogéneo en toda la población estudiada. Este resultado era de esperar ya que dicha 
población se trataba de individuos no inmunodeprimidos y por lo tanto, no debería 
existir bmGT. Un resultado similar fue obtenido para pacientes inmunodeprimidos sin 
signos de infección. Además, estas muestras fueron analizadas en paralelo mediante 
HPTLC mostrando un resultado similar al del test ELISA.  
 
Como ya ha sido descrito anteriormente, en base a las pruebas realizadas 
establecimos un cut-off de 0,7. No obstante, puede observarse que en ambas 
poblaciones existe algún dato por debajo de este límite utilizado para discriminar entre 
un individuo sin aspergilosis y un individuo infectado. Sin embargo, aunque la 
población estudiada aquí es pequeña, muy pocas muestras estuvieron por debajo de este 
limite pudiendo entrar en el error propio de la técnica sin afectar notoriamente a su 
fiabilidad. 
 
En cuanto a las muestras referentes a los pacientes con fibrosis quística, aunque la 
población estudiada fue más pequeña que las anteriores, la frecuencia de encontrar 
valores por debajo del cut-off establecido fue mayor. No obstante, la gran mayoría de 
estos pacientes presentaron una ausencia de bmGT tanto con el método ELISA como 
con HPTLC. 
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Fig. 6.11. Análisis de distintos sueros provenientes de diferentes grupos de pacientes para 
la detección de bmGT. Después de incubar el anticuerpo primario con las distintas muestras 
de suero durante 4 h. se llevó a cabo el test ELISA. Los resultados se presentan como ratio 
respecto a suero con ausencia de bmGT. Cada medida corresponde a la media por duplicado de 
cada muestra analizada. La línea horizontal en 0,7 denota la frontera establecida como criterio 
de ausencia/presencia de bmGT en las muestras de poliglobúlicos, inmunodeprimidos sin signo 
de infección (posible), fibrosis quística (posible) y pacientes positivos para Aspergilosis por 
HPTLC. 
 
 
Las muestras de pacientes positivos para aspergilosis por HPTLC, y algunos de 
ellos diagnosticado clínicamente con una infección por Aspergillus fumigatus, 
presentaron unos valores por debajo del limite establecido en nuestro sistema de 
detección. Dada la falta de disponibilidad de muestras de pacientes con una infección 
confirmada por Aspergillus, ya que solo se considera probado en la mayoría de los 
casos cuando se ha realizado una autopsia, pocas muestras probadas pudieron ser 
analizadas. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que el sistema, aunque a falta 
de realizar estudios con poblaciones más grandes, era capaz de diferenciar entre 
individuos sanos e individuos infectados con Aspergillus fumigatus.  
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6.8- Discusión. 
 
Durante las últimas décadas, la incidencia de infecciones fúngicas sistémicas en 
seres humanos ha aumentado considerablemente. Más del 90% de los casos de micosis 
invasivas causadas por Aspergillus son debidos a una infección por Aspergillus 
fumigatus. A. fumigatus se ha asociado a cada tipo de problemas de salud relacionados 
con los hongos del medio ambiente: irritación e inflamación, alergia, asma, neumonitis, 
efectos tóxicos así como una amplia gama de infecciones. Es el principal agente de la 
aspergilosis en pacientes con alteraciones de la inmunidad. Por estas razones, se llevó a 
cabo el desarrollo de un nuevo método para la detección temprana de una infección por 
Aspergillus fumigatus para establecer un tratamiento eficaz antes de que se extienda la 
infección. 
 
Para desarrollar el nuevo método, basado en la detección de bmGT en suero a partir 
de un ELISA, con la ayuda del Dr. Reinhard Wallich, se llevó a cabo la generación del 
conjugado albúmina-bmGT y del anticuerpo específico contra bmGT. Con ello, 
pudimos disponer de las herramientas necesarias para desarrollar el ELISA. Tras 
numerosas pruebas sobre inmovilización de albúmina-bmGT y titraciones de anticuerpo 
primario y secundario, se analizó la estabilidad del método durante largos periodos de 
tiempo. Dado que la idea de este ELISA es utilizarlo en hospitales como un método de 
diagnóstico temprano de aspergilosis en forma de kit, había que comprobar la 
estabilidad del método durante periodos largos de tiempo. Para ello, tras la 
inmovilización del conjugado albúmina-bmGT, se preservó con una solución de sucrosa 
como conservante y las placas se almacenaron en frío hasta su uso. Los resultados 
mostraron que al menos durante 7 semanas la señal no fue afectada, por lo que se 
mantuvo la integridad del conjugado albúmina-bmGT. 
 
Para comprobar la sensibilidad del método desarrollado, se realizó una recta de 
calibrado para conocer cuanta bmGT era capaz de reconocer. Para ello, diferentes 
concentraciones de bmGT libre en suero fueron incubadas con el anticuerpo específico 
de bmGT y se analizó por el ELISA. Los resultados mostraron que era capaz de 
detectar una concentración de hasta 16 pg de bmGT y se estableció un cut-off de 0,7 
para la discriminación entre un individuo sano y uno infectado para el posterior análisis 
de muestras de pacientes.  
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A través de muestras obtenidas del Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa y 
del Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza, se analizaron muestras de 
pacientes con poliglobulia, inmunodeprimidos, con fibrosis quística y de personas 
diagnosticadas con AI. Los resultados obtenidos mostraron un resultado bastante 
homogéneo en las poblaciones de pacientes con poliglobulia e inmunodeprimidas. En el 
caso de la población estudiada de fibrosis quística, los resultados no fueron tan 
homogéneos como en los casos anteriores, mostrando algunos pacientes con una 
posible infección por Aspergillus. No obstante, la población la cual dio resultados 
positivos para la presencia de bmGT en HPTLC en la que algunos pacientes fue 
confirmada la presencia de Aspergillus por autopsia, dio un resultado positivo para la 
presencia de bmGT en la mayoría de muestras de suero de estos pacientes a través del 
test ELISA.  
 
Dada la dificultad de establecer un rápido diagnóstico de AI y la importancia de la 
terapia temprana, los beneficios superan las limitaciones si el método se usa 
correctamente. Por lo tanto, este método podría utilizarse como una técnica 
complementaria junto con la detección de galactomanano a día de hoy dado los 
resultados obtenidos.  
 
Ventajas que representa la detección de bmGT frente a galactomanano: 
 
 Mientras que la detección de galactomanano puede producir falsos positivos 
por la presencia de una gran variedad de microorganismos (Penicillium, Paecilomyces, 
Alternaria, Trychophyton, Botrytis, Wallemia y Cladosporium), bmGT solo es 
producido por Aspergillus, Penicillium y Trichoderma. Además, dado que A. fumigatus 
es el responsable del más del 90% de los casos de AI hace más probable que la 
detección de bmGT sea debida a causa de este hongo.  
 
 Dada la inestabilidad de la molécula de bmGT a altas temperaturas, es más 
difícil encontrarla en comidas. Además, el galactomanano es utilizado como 
estabilizador en comidas, lo que aumenta la probabilidad de falsos positivos.  
 
 Como la molécula bmGT solo es liberada en etapas de crecimiento del hongo, 
esta no se encuentra en las conidias aéreas lo que disminuye la posibilidad de falsos 
positivos por contaminaciones de las muestras o el material. Además, la mayor 
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concentración de galactomanano siempre se libera en las fases terminales de la 
enfermedad, lo que podría retrasar la detección de la infección. 
 
 Debido a que la detección de galactomanano puede producir falsos positivos en 
presencia de Penicillium, pacientes que reciben antibióticos generados a partir de 
fermentaciones de Penicillium puede también provocar falsos positivos. 
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En los momentos de crisis, solo la imaginación  
es más importante que el conocimiento. 
 
Albert Einstein. 
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En la actualidad, el número de publicaciones científicas sobre biosensores es muy 
elevado, lo que refleja el gran interés que despierta este tema en la comunidad 
científica. El extraordinario atractivo de los biosensores radica en los numerosos 
campos en los que estos dispositivos encuentran aplicación como son la clínica y el 
cuidado de la salud. Por ello, en este trabajo, gracias a la prometedora aplicación de las 
proteínas de la familia de las inmunoglobulinas, se han desarrollado distintas estrategias 
para el cribado de fármacos con potencial para el tratamiento de metástasis, 
enfermedades autoinmunes e inflamación por medio de dispositivos de SPR y FRET, 
así como la detección de aspergilosis invasiva en pacientes inmunodeprimidos. 
 
La respuesta inflamatoria consiste en la liberación secuencial de mediadores y en el 
reclutamiento de leucocitos circulantes, los cuales se activan en el sitio de inflamación 
y liberan otros mediadores. Sin embargo, en la mayoría de los casos, la respuesta 
inflamatoria se elimina por la liberación de mediadores antiinflamatorios endógenos 
(citoquinas antiinflamatorias), así como por acumulación de factores reguladores 
negativos intracelulares. Por lo tanto, las células inflamatorias dejan de actuar en el 
momento oportuno. Sin embargo, la acumulación persistente y activación de los 
leucocitos son un sello de la inflamación crónica, lo que sugiere una disfunción de estos 
mecanismos reguladores negativos [399]. 
 
Durante mucho tiempo, el enfoque clínico para el tratamiento de la inflamación se 
centraba principalmente en la inhibición de la producción de mediadores pro-
inflamatorios y en la supresión de la iniciación de la respuesta inflamatoria, es decir, la 
supresión de las vías de señalización positivas de citoquinas proinflamatorias [400]. 
Dada la importante contribución de la acumulación persistente de linfocitos en el sitio 
de inflamación, la interacción ICAM-1/LFA-1 ha ganado considerable atención como 
una diana molecular para la atenuación de las respuestas inmunes hiperactivas y 
enfermedades inflamatorias. Publicaciones recientes han informado de resultados 
positivos en ensayos humanos de enfermedad inflamatoria y autoinmunes [401, 402]. 
 
La diseminación metastásica de tumores sólidos es la complicación más fatal en las 
enfermedades malignas y la principal causa de mortalidad relacionada con el cáncer. 
Esto es de gran relevancia para tumores altamente proliferativos con una agresiva 
tendencia a metastatizar como el melanoma. La mayoría de las células tienden a 
metastatizar principalmente a través del torrente sanguíneo a diferentes órganos. Los 
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mecanismos moleculares de los procesos metastásicos son complejos y no están 
completamente dilucidados. Aunque los agentes citostáticos o fármacos 
antiangiogénicos (por ejemplo, bevacizumab) afectan al crecimiento del tumor primario 
y al desarrollo de la metástasis, a día de hoy no existe una estrategia general 
antimetastásica en la clínica para interferir la diseminación tumoral [403]. 
 
Los receptores de adhesión están fuertemente involucrados en el proceso de la 
metástasis de células tumorales, ya sea por la desregulación de las funciones adhesivas 
y, posteriormente, el desprendimiento de células tumorales desde el tumor primario y la 
superación de las fronteras de tejidos, o por mediación de contactos de células con 
componentes de la sangre en la fase de distribución hematógena. Una de las moléculas 
de adhesión más importantes durante este proceso es ICAM-1. Esta proteína, 
sobreexpresada en células metastásicas, es considerada como un jugador clave en la 
formación de contactos de las células tumorales con las plaquetas y los leucocitos, 
facilitando así la formación de agregados y aceleración de la diseminación metastásica. 
 
Dada la importancia de estas enfermedades y la falta de tratamiento para inhibir la 
diseminación tumoral, se llevó a cabo el desarrollo de dos biosensores para la detección 
de fármacos que pudieran tener un potencial beneficioso para inhibir la extravasación 
de las células tumorales y los linfocitos. El primer biosensor desarrollado esta basado 
en la interacción de la proteína recombinante de ICAM-1 marcada con el fluoróforo 
FITC y un péptido de CD11a de alta afinidad (CD11a237-261) marcado con el fluoróforo 
TMRE. Al estar en contacto, se produce FRET mientras que cuando se bloquea esta 
interacción, FRET desaparece. El segundo biosensor, basado en el mismo principio de 
interacción ICAM-1/LFA-1 pero en un dispositivo de SPR, también fue capaz de 
detectar el bloqueo de esta interacción. Además, esta técnica no se ve influenciada por 
el pH como puede ocurrir en el biosensor de FRET al afectar a la fluorescencia de los 
fluoróforos (efecto quenching). Dado que la interacción ICAM-1/LFA-1 es importante 
durante la extravasación de las células metastásicas, un fármaco que pudiera romper 
esta interacción en nuestros biosensores podría resultar muy útil para evitar este proceso 
tumoral in vivo. Estas dos técnicas fueron especialmente elegidas dado su historial 
como uso de biosensores [404-406]. 
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Por medio de los biosensores desarrollados en este trabajo, se demostró que el 
péptido de alta afinidad CD11a237-261 era capaz de romper la señal de los biosensores, 
dando a entender que podría tratase de un potencial fármaco a probar. No obstante, 
dado que esta clase de inhibidores bloquea la interacción ICAM-1/LFA-1, es 
importante elegir un modelo experimental que presente una reactividad cruzada con la 
humana para poder extrapolar fielmente los resultados obtenidos y poder llevarlo a 
ensayos clínicos.   
 
Dado que parecía existir una reactividad cruzada con la especie de ratón para la 
interacción ICAM-1/LFA-1, se llevaron a cabo varios experimentos in vitro con células 
de ratón. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que existía una completa 
reactividad cruzada entre ambas especies y que el péptido CD11a237-261 era capaz de 
bloquear actividades celulares mediadas por ICAM-1/LFA-1. Además, incluso la 
proteína de ICAM-1 sintetizada D1D2 es capaz de interferir de manera eficiente la 
interacción ICAM-1/LFA-1 en este modelo. A falta de realizar ensayos in vivo, este tipo 
de fármaco podría resultar beneficioso para el tratamiento de la metástasis e incluso de 
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, ya que la interacción ICAM-1/LFA-1 
también media la extravasación de linfocitos a los tejidos.  
 
Hasta hace poco tiempo, el diagnóstico de enfermedades infecciosas consistía 
básicamente en el cultivo microbiológico y pruebas químicas, métodos en general 
largos y tediosos que requieren mucha mano de obra y son difíciles de automatizar. La 
biotecnología moderna aporta nuevas herramientas diagnósticas que son especialmente 
útiles cuando los microorganismos causantes de las enfermedades son difíciles de 
cultivar, ya que permiten su identificación sin necesidad de aislarlos.  
 
La aspergilosis invasiva es una causa importante de morbilidad y mortalidad en 
enfermos inmunocomprometidos. El diagnóstico se hace frecuentemente de forma 
tardía e incluso post-mortem, estimándose actualmente que hasta un 30% de casos de 
aspergilosis invasiva no se diagnostica ni trata, siendo un hallazgo necrópsico [407]. El 
diagnóstico temprano es esencial para poder instaurar un tratamiento antifúngico que 
conduzca al éxito. Así por ejemplo, en un estudio realizado con enfermos 
hematológicos neutropénicos, la mortalidad atribuida a la aspergilosis fue del 90% 
cuando la infección fue diagnosticada y tratada más de 10 días después de la aparición 
del primer signo clínico y/o radiológico, descendiendo al 40% cuando el tratamiento fue 
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instaurado precozmente [408]. No obstante, también existe el problema de que los 
tratamientos son muy tóxicos, por lo que el diagnóstico debe ser muy preciso. Todo ello 
hace que se tenga que trabajar en dos direcciones: desarrollar métodos diagnósticos más 
precoces y selectivos, y disponer de medicamentos menos tóxicos y con menores 
riesgos que permitan iniciar la profilaxis.  
 
Las técnicas microbiológicas tradicionales (visión directa y cultivo de esputo) 
tienen una baja sensibilidad (15-20%). El lavado broncoalveolar y las biopsias de 
tejidos pueden mejorar los resultados, pero al tratarse de procedimientos invasivos, 
raramente pueden ser realizados en este tipo de pacientes debido a la gravedad de su 
estado y/o trombopenia. Las técnicas radiológicas complementan el diagnóstico, aunque 
no siempre se detecten lesiones nodulares en la radiología y sólo es fiable el signo del 
halo visualizado en la tomografía axial computerizada [409]. 
 
Por esta razón, se llevó a cabo el desarrollo de un nuevo método de diagnóstico 
para la detección temprana de una infección provocada por A. fumigatus. Para ello, en 
este trabajo se ha desarrollado un ELISA capaz de detectar la micotoxina bmGT, la cual 
es liberada durante las primeras etapas de la infección. A falta de realizar estudios 
poblacionales más grandes y con diferentes clases de pacientes para asegurar la 
fiabilidad del método, este sistema es capaz de discriminar entre personas sanas y 
pacientes que clínicamente ya habían sido diagnosticados de una infección de A. 
fumigatus. Sin embargo, en un futuro próximo, esta técnica podría utilizarse en centros 
hospitalarios para el diagnóstico de aspergilosis invasiva junto con la detección de 
galactomanano y el resto de pruebas clínicas. 
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CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 
 
 
La conclusión es que sabemos muy poco y sin 
embargo es asombroso lo mucho que conocemos.  
Y más asombroso todavía que un conocimiento  
tan pequeño pueda dar tanto poder.  
 
Bertrand Russell .  
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En esta tesis doctoral hemos llevado a cabo dos líneas de trabajo, ambas 
encaminadas al desarrollo de sistemas de detección: el primero, para potenciales 
fármacos para el tratamiento de diversas enfermedades como la metástasis, la 
inflamación y enfermedades autoinmunes. El segundo, para la detección temprana de la 
presencia de Aspergillus fumigatus en personas susceptibles de sufrir dicha infección. 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo, podemos obtener las 
siguientes conclusiones generales: 
 
 
8.1- Análisis de la interacción ICAM-1/LFA-1.  
 
 El protocolo de purificación y plegamiento en columna a partir del modelo de 
expresión procariota permite obtener proteínas recombinantes de ICAM-1 puras y con 
gran bioactividad. Sin embargo, la proteína D1D2Fc presenta cierta degradación. 
 
 A partir del modelo de expresión eucariota Pichia pastoris, no fue posible 
sobreexpresar ICAM-1 recombinante humano con el plásmido pPICZα-D1D2Fc. 
 
 Por medio del modelo de expresión eucariota HEK 293T, fue posible llegar a 
producir las proteínas recombinantes de ICAM-1 D1D2 y D1D2Fc. Sin embargo, no se 
consiguió purificar D1D2 pero si D1D2Fc aunque presentaba una contaminación con 
albúmina.  
 
 Las técnicas espectroscópicas de dicroísmo circular y fluorescencia intrínseca 
de triptófanos demostraron que las proteínas de ICAM-1 producidas en el modelo 
procariota estaban bien plegadas y los dominios 1 y 2 de inmunoglobulina de D1D2Fc 
poseen una estructura de láminas β. Los estudios de RMN mostraron problemas de 
agregación de la proteína D1D2, lo que impidió el estudio de la interacción con los 
péptidos de interés a pesar de haber logrado un elevado grado de marcaje con 15N. 
 
 D1D2Fc es capaz de unirse a péptidos procedentes de LFA-1 con alta afinidad. 
 
 D1D2Fc es capaz de reconocer a LFA-1 presente en células T y de mediar la 
adhesión de células B activadas. 
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 Las proteínas recombinantes de ICAM-1 y péptidos de LFA-1 son capaces de 
bloquear la actividad citotóxica de células NK humanas. 
 
 Las proteínas de ICAM-1 son capaces de bloquear la adhesión de monocitos y 
macrófagos humanos. 
 
 Por medio de la interacción entre la proteína D1D2Fc conjugada con el 
fluoróforo FITC y del péptido de alta afinidad CD11a237-261 conjugado con el fluoróforo 
TMRE, hemos podido observar transferencia de energía entre ambos fluoróforos. Esto 
denota que este sistema podría utilizarse como un biosensor en la búsqueda de fármacos 
para el tratamiento de patologías donde la interacción ICAM-1/LFA-1 este implicada.  
 
 El péptido CD11a237-261 es capaz de inhibir la transferencia de energía de 
resonancia de fluorescencia en el biosensor actuando como un posible fármaco para el 
tratamiento de patologías mediadas por la interacción ICAM-1/LFA-1.  
 
 La afinidad de la interacción de ICAM-1/LFA-1 aumenta conforme disminuye 
el pH. 
 
 Los péptidos de LFA-1 y las proteínas de ICAM-1 son capaces de inhibir la 
agregación homotípica de células B humanas mediada por ICAM-1/LFA-1 tanto a pH 
7,2 como a 6,5. 
 
 Las proteínas recombinantes humanas de ICAM-1 y péptidos humanos de 
CD11a son capaces de interaccionar con LFA-1 e ICAM-1 de ratón respectivamente 
mostrando reactividad cruzada entre ambas especies. 
 
 
8.2- Diagnóstico de aspergilosis invasiva. 
 
 La inmunización de ratones con el conjugado albúmina-bmGT generó 
anticuerpos específicos para bmGT. 
 
 Gracias a la utilización de una solución de sucrosa como conservante de las 
placas ELISA, se consiguió mantener la estabilidad del método durante 7 semanas. 
 
 La sensibilidad del método ELISA fue de 16 pg. 
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 A través de la detección de bmGT por ELISA, es posible discriminar entre 
personas sanas y pacientes infectados por Aspergillus fumigatus. 
 
 Hemos desarrollado un test ELISA para la detección de bmGT como marcador 
de diagnóstico de AI. 
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Capítulo 7 
 
 
 
ANEXOS 
 
 
 
 
 
 
 
La ciencia se compone de errores,  
pero de errores útiles de cometer,  
pues poco a poco, conducen a la verdad.  
 
Julio Verne. 
. 
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Anexo 1: Subclonaje de D1D2 y D1D2Fc en el plásmido pET28a. 
 
Fig. 1. Digestión de los plásmidos pET28a y pUC57 el cual contiene los cDNAs de D1D2 y 
D1D2Fc para bacterias. Mediante la digestión de estos plásmidos con las enzimas de 
restricción EcoRI y NdeI, el producto de digestión se separó en un gel de agarosa y se 
recortaron las bandas correspondientes al plásmido linearizado pET28a y a los insertos D1D2 y 
D1D2Fc. A. Gel de agarosa del plásmido pET28a. M) Pesos moleculares de 100 pb; M’) pesos 
moleculares de 1 kb; 1) pET28a sin digerir; 2-3) pET28a digerido. B. Gel de agarosa de los 
plásmidos pUC57-D1D2 y pUC57-D1D2Fc. M) Pesos moleculares; 1-2) pUC57-D1D2Fc 
digerido; 3-4) pUC57-D1D2 digerido.  
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Fig. 2. Comprobación de las colonias generadas al transformar las bacterias BL21-
CodonPlus con los productos de ligación pET28a-D1D2 y pET28a-D1D2Fc. Al digerir con las 
enzimas de restricción EcoRI y NdeI los plásmidos originales de pUC57 que contenían los 
cDNAs de ICAM-1 y los obtenidos de las bacterias transformadas, el producto de digestión se 
separó en un gel de agarosa. M) Pesos moleculares de 100 pb; 1) pUC57-D1D2Fc; 2) colonia 
transformada con pET28-D1D2Fc; 3) pUC57-D1D2; 4) colonia transformada con pET28a-D1D2. 
 
 
Anexo 2: Subclonaje de D1D2Fc en el plásmido pPICZα y análisis de la 
sobreexpresión. 
 
Fig. 3. Digestión de los plásmidos pPICZα y pUC57 el cual contiene el cDNA de D1D2Fc 
para levaduras. Mediante la digestión de estos plásmidos con las enzimas de restricción XhoI y 
SacII, el producto de digestión se corrió en un gel de agarosa y se recortaron las bandas 
correspondientes al plásmido linearizado pPICZα y al inserto D1D2Fc. A. Gel de agarosa del 
plásmido pUC57-D1D2Fc. M) Pesos moleculares de 100 pb; 1-2) pUC57-D1D2Fc digerido. B. 
Gel de agarosa del plásmido pPICZα. M’) Pesos moleculares de 1 kb; 1-2) pPICZα digerido. 
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Fig. 4. Comprobación de las colonias generadas al transformar las bacterias con el 
producto de ligación pPICZα-D1D2Fc. Al digerir con las enzimas de restricción XhoI y SacII, 
el producto de la digestión se corrió en un gel de agarosa. M) Pesos moleculares de 100 pb; 
M’) pesos moleculares de 1 kb; 1-6) digestión del DNA plasmídico de 6 colonias distintas. 
 
 
Anexo 3: Subclonaje de D1D2 y D1D2Fc en el plásmido pCAGIG. 
 
Anexos 
312 
Fig. 5. Amplificación de los cDNAs de D1D2 y D1D2Fc por PCR y digestión del plásmido de 
expresión pCAGIG para la expresión en las células HEK 293T. Mediante la amplificación 
de los insertos de ICAM-1 con primers específicos, el producto de PCR se corrió en un gel de 
agarosa y se recortaron las bandas correspondientes a los cDNAs de D1D2 y D1D2Fc. Al mismo 
tiempo, el producto de la digestión del plásmido pCAGIG con las enzimas de restricción XhoI y 
EcorV se corrió en un gel de agarosa y se recortó la banda correspondiente al plásmido 
linearizado pCAGIG. A. Gel de agarosa de la amplificación de PCR de D1D2 y D1D2Fc. M’) 
Pesos moleculares de 1 kb; M) pesos moleculares de 100 pb; 1-3) PCR de D1D2; 4-6) PCR de 
D1D2Fc. B. Gel de agarosa del plásmido pCAGIG. M’) Pesos moleculares de 1 kb; 1-2) 
pCAGIG digerido. 
 
 
Anexo 4: Análisis del marcaje isotópico de D1D2 con 15N. 
 
Con… Conf Sequence Modifications ∆Mass Prec MW z Sc 
Label:15N(1)(A)@1 
Label:15N(2)(N)@2 
Label:15N(1)(L)@3 
Label:15N(1)(T)@4 
Label:15N(1)(V)@5 
Label:15N(1)(V)@6 
Label:15N(1)(L)@7 
Label:15N(1)(L)@8 
2,00 99 ANLTVVLLR 
Label:15N(4)(R)@9 
-0,0163 1010,57… 1 15 
Label:15N(1)(E)@1 
Label:15N(1)(P)@2 
Label:15N(1)(A)@3 
Label:15N(1)(V)@4 
Label:15N(1)(G)@5 
Label:15N(1)(E)@6 
Label:15N(1)(P)@7 
Label:15N(1)(A)@8 
Label:15N(1)(E)@9 
Label:15N(1)(V)@10 
Label:15N(1)(T)@11 
Label:15N(1)(T)@12 
Label:15N(1)(T)@13 
Label:15N(1)(V)@14 
2,00 99 EPAVGEPAEVTT-
TVLVR 
Label:15N(1)(L)@15 
-0,026 1786,85… 1 13 
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Label:15N(1)(V)@16 
Label:15N(4)(R)@17 
Label:15N(1)(T)@1 
Label:15N(1)(F)@2 
Label:15N(1)(L)@3 
Label:15N(1)(T)@4 
Label:15N(1)(V)@5 
Label:15N(1)(Y)@6 
Label:15N(2)(W)@7 
Label:15N(1)(T)@8 
Label:15N(1)(P)@9 
Label:15N(1)(E)@10 
2,00 99 TFLTVYWTPER 
Label:15N(4)(R)@11 
-0,0165 1426,65… 1 15 
Label:15N(1)(V)@1 
Label:15N(1)(E)@2 
Label:15N(1)(L)@3 
Label:15N(1)(A)@4 
Label:15N(1)(P)@5 
Label:15N(1)(L)@6 
Label:15N(1)(P)@7 
Label:15N(1)(S)@8 
Label:15N(2)(W)@9 
Label:15N(2)(Q)@10 
Label:15N(1)(P)@11 
Label:15N(1)(V)@12 
Label:15N(1)(G)@13 
2,00 99 VELAPLPSWQPVGK 
Label:15N(1)(K)@14 
-0,0202 1536,76… 1 16 
Label:15N(1)(V)@1 
Label:15N(1)(Y)@2 
Label:15N(1)(E)@3 
Label:15N(1)(L)@4 
Label:15N(1)(S)@5 
Label:15N(2)(N)@6 
Label:15N(1)(V)@7 
Label:15N(2)(Q)@8 
Label:15N(1)(E)@9 
Label:15N(1)(D)@10 
Label:15N(1)(S)@11 
Label:15N(2)(Q)@12 
Label:15N(1)(P)@13 
0,38 99 VYELSNVQEDSQPM-
CYSNCPDGQSTAK 
Label:15N(1)(M)@14 
0,9772 3138,18 1 11 
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Carbamidomethyl(C)@15 
Label:15N(1)(Y)@16 
Label:15N(1)(S)@17 
Label:15N(2)(N)@18 
Carbamidomethyl(C)@19 
Label:15N(1)(P)@20 
Label:15N(1)(D)@21 
Label:15N(1)(G)@22 
Label:15N(2)(Q)@23 
Label:15N(1)(S)@24 
Label:15N(1)(T)@25 
Label:15N(1)(A)@26 
Label:15N(2)(K)@27 
         
Tabla 1. Tabla en la que se analiza el grado de marcaje con 15N de los distintos fragmentos, 
en verde, de la proteína D1D2 15N 
(AQTSVSPSKVILPRGGSVLVTCSTSCDQPKLLGIETPLPKKELLLPGNNRKVYELSN
VQEDSQPMCYSNCPDGQSTAKTFLTVYWTPERVELAPLPSWQPVGKNLTLRCQVE
GGAPRANLTVVLLRGEKELKREPAVGEPAEVTTTVLVRRDHH). Tras la hidrólisis 
proteolítica con tripsina, la solución de proteína se inyectó en el espectrómetro de masas. Los 
diferentes péptidos se separaron de manera que solo se seleccionó uno para su análisis 
posterior. El péptido seleccionado se fragmentó de nuevo en una cámara y se midió su relación 
masa-carga para cada fragmento.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quiero compartir con ustedes el secreto que  
me ha llevado a alcanzar todas mis metas:  
mi fuerza reside únicamente en mi tenacidad.  
 
Louis Pasteur. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
